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Die Kommunikation von Zellen untereinander und mit ihrer Umgebung stellt die Grundlage 
für die Existenz lebender uni- sowie multizellulärer Organismen dar. Dabei müssen Zellen zwi-
schen diversen chemischen und physikalischen Stimuli differenzieren. Ermöglicht wird dies 
durch eine individuelle Ausstattung mit membranständigen und zytosolischen Rezeptoren [1]. 
Diese sind an der Aufrechterhaltung der zellulären Homöostase sowie der Regulation und Mo-
dulation einer enormen Vielzahl physiologischer Prozesse beteiligt. Dazu zählen unter ande-
rem die Neurotransmission, Entzündungs- und Immunreaktionen und die hormonelle Homöo-
stase [2]. So vielfältig wie die Funktion ist auch das Ligandenspektrum der Rezeptoren. Ago-
nisten können sowohl endogenen (Nukleotide, Hormone, Neurotransmitter, Kationen, etc.) als 
auch exogenen Ursprungs (Licht oder Geruchsstoffe) sein [1]. Eine der größten und diverses-
ten Superfamilien membranständiger Rezeptoren bildet die Gruppe der G-Protein-gekoppel-
ten Rezeptoren (GPCR) [3]. Hunderte von einzigartigen gewebe- und zellspezifischen Kombi-
nationen der GPCR und ihrer Liganden vermitteln einen erheblichen Anteil der extrazellulären 
Signale in das Zellinnere [4].  
1.1 Struktur und Signaltransduktion G-Protein-gekoppelter Rezeptoren 
GPCR sind integrale, membrandurchspannende Proteine mit einer sehr ähnlichen räumli-
chen Grundstruktur. Sie besitzen eine Kerndomäne aus sieben transmembranären, im We-
sentlichen hydrophoben α-Helices, die durch drei intrazelluläre sowie drei extrazelluläre 
Schlaufen miteinander verbunden sind. Eine häufig auftretende vierte Schlaufe wird durch die 
Palmitoylierung eines intrazellulär lokalisierten C-Terminus an einem Cysteinrest und die hohe 
Affinität des Palmitats zur Lipiddoppelschicht gebildet. Der N-Terminus des Rezeptors befindet 
sich extrazellulär, während der C-Terminus in den Intrazellularraum reicht [5,6]. In den Trans-
membrandomänen (TMD) der GPCR findet man die höchste Sequenzidentität der Aminosäu-
ren. Dies ermöglicht den GPCR die Faltung ihrer spezifischen Tertiärstruktur, die Insertion in 
die Zellmembran und erklärt Ähnlichkeiten in ihrer Funktion und Regulation. Hingegen können 
Aminosäuresequenz, Länge und Funktion bestimmter Schlaufen sowie die N- und C-Termini 
enorm variieren und vermitteln so die spezifischen Eigenschaften einzelner GPCR [1,7]. Dar-
über hinaus weisen bestimmte Rezeptorfamilien charakteristische Strukturmotive auf. Ein Bei-
spiel ist das hochkonservierte Aspartat-Arginin-Tyrosin-Motiv (DRY-Motiv) von GPCR der 
Rhodopsinfamilie, welches intrazellulär an der Grenze der dritten Helix und der zweiten intra-
zellulären Schlaufe liegt und eine zentrale Rolle in der G-Protein-Interaktion spielt. Während 
das Arginin dieser Sequenz meist konserviert ist, gibt es Aminosäureaustausche des Aspartats 





konservierte Cysteinreste in der ersten und zweiten extrazellulären Schlaufe der meisten 
GPCR, die eine Disulfidbrücke bilden, welche die Rezeptorstruktur stabilisiert [7].  
Die Gesamtheit seiner strukturellen und funktionellen Merkmale verleiht einem Rezeptor 
charakteristische Eigenschaften hinsichtlich seiner G-Protein- und Ligandenspezifität. Speziell 
geformte Bindungstaschen oder -domänen mit distinkten Eigenschaften ermöglichen den 
GPCR spezifisch die unterschiedlichen physikochemischen Eigenschaften zu „erkennen“ und 
diese zu „unterscheiden“, um eine hochselektive Ligandenbindung sicherzustellen [1,9]. Viele 
GPCR binden ihre Liganden in einer Bindungstasche zwischen ihren transmembranären He-
lices. Dazu gehören unter anderem α- und β-adrenerge Rezeptoren [10]. Bei anderen GPCR, 
wie beispielsweise den metabotropen Glutamatrezeptoren oder Glykoproteinhormonrezepto-
ren (GPHR), ist der große extrazelluläre N-Terminus für die spezifische Bindung der Liganden 
zuständig [11,12]. 
Die Interaktion mit einem Liganden führt zu einer Konformationsänderung des Rezeptors, 
bei der sich die Transmembranhelices relativ zueinander bewegen und Wasserstoffbrücken 
aufgebrochen beziehungsweise neu gebildet werden [6,13,14]. Abhängig von einer agonisti-
schen oder invers-agonistischen Aktivität verschieben Liganden das Gleichgewicht in Richtung 
der aktiven oder inaktiven Rezeptorkonformation, wobei auch distinkte Übergangszustände 
eingenommen werden können. Die aktive Konformation kann darüber hinaus auch spontan 
und ligandenunabhängig eingenommen oder durch eine Rezeptormutation hervorgerufen wer-
den, woraus eine basale oder konstitutive Rezeptoraktivität resultiert [15,16]. Die durch die 
Einnahme der aktiven Rezeptorkonformation ausgelöste Signaltransduktionskaskade invol-
viert neben den Rezeptoren auch G-Proteine sowie weitere Interaktionspartner, die sequentiell 
und reversibel miteinander interagieren. Das Repertoire an G-Proteinen, mit denen ein Rezep-
tor spezifisch interagiert, ist dabei limitiert [1,9].  
G-Proteine sind heterotrimere Proteine, die aus drei Polypeptiden, der α-, β- und γ-Un-
tereinheit, zusammengesetzt sind. Mehrere Gene codieren für jede der Untereinheiten. Daher 
existieren von jeder der Untereinheiten verschiedene Subtypen, die sich hinsichtlich ihrer Ami-
nosäuresequenzen oder Spleißformen unterscheiden. Aus den verschiedenen möglichen 
Kombinationen der Untereinheiten resultiert eine Vielzahl unterschiedlicher Heterotrimere. Sie 
werden anhand der Aminosäuresequenzähnlichkeit ihrer α-Untereinheit in vier Familien unter-
teilt: Gs, Gi, Gq und G12/13. Die Funktion der α-Untereinheit besteht in der Bindung und Hydro-
lyse von Guanosintriphosphat (GTP) an einer hochaffinen Bindungsstelle für Guaninnukleo-
tide, während die β- und die γ-Untereinheiten Heterodimere bilden und meist als funktionelle 
Einheit fungieren [1,9,17,18]. Im inaktiven Zustand bindet die α-Untereinheit Guanosindiphos-





kann mit dem Rezeptor assoziiert sein. Die Änderung der Rezeptorkonformation in ihren akti-
ven Zustand führt auch zu einer Konformationsänderung der α-Untereinheit und ermöglicht 
dem Rezeptor als Guaninnukleotid-Austauschfaktor zu agieren. Folglich wird die Affinität zu 
GDP gesenkt und es erfolgt dessen Austausch mit GTP, das intrazellulär in hohen Konzentra-
tionen vorliegt. Nach Einnahme ihrer aktiven Konformation dissoziiert die α-Untereinheit so-
wohl vom Rezeptor als auch von der βγ-Untereinheit ab. Dadurch wird die βγ-Untereinheit 
nicht mehr negativ durch die α-Untereinheit reguliert. Im freien Zustand können sowohl die α-, 
als auch die βγ-Untereinheit mit Effektoren, wie zum Beispiel Enzymen oder Transportern, 
interagieren und deren Aktivität modulieren. Die verschiedenen Untereinheiten können dabei 
sowohl unabhängig voneinander als auch synergistisch oder antagonistisch wirken [9,13,19]. 
Die Terminierung der Signaltransduktion erfolgt durch die Hydrolyse von GTP zu GDP durch 
die intrinsische GTPase-Aktivität der α-Untereinheit. Sie hat die Reassoziation verbunden mit 
einer Inaktivierung aller Untereinheiten zur Folge. Das inaktive G-Protein kann anschließend 
mit dem Rezeptor reassoziieren, wodurch der Rezeptor erneut zu einer Antwort auf ein extra-
zelluläres Signal befähigt wird [9].  
Gαs-Proteine binden und stimulieren Adenylylzyklasen, aber regulieren auch Kalziumka-
näle, während Gαi-Proteine Adenylylzyklasen inhibieren und zur Aktivierung von G-Protein-
gekoppelten, einwärtsgerichteten Kaliumkanälen führen. Gαq-Proteine aktivieren die Phos-
pholipase Cβ-Isoformen 1-4 und Gα12-Proteine führen zur Aktivierung von Rho-Guaninnukle-
otidaustauschfaktoren. Auch die βγ-Untereinheiten können verschiedene Effektoren regulie-
ren. Dazu zählen unter anderem Kaliumkanäle sowie die Phospholipase Cβ-Isoformen  
1-3 [17,19,20]. Durch die G-Protein-Effektor-Interaktion kommt es zu einer Signalamplifikation, 
die schließlich zu einer schnellen Änderung der Ionenverteilung und der intrazellulären Kon-
zentrationen an second messengern, wie zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP) und  
Inositolphosphaten, führt. Final verursachen diese die zellulären Antworten, die aufgrund der 
großen Anzahl verschiedener Signalmoleküle sehr vielfältig sind und durch die G-Protein-Spe-
zifität des Rezeptors definiert werden [9]. Die Selektivität und Effizienz der G-Protein-Bindung 
wird durch ein Zusammenwirken mehrerer cytoplasmatischer Rezeptorregionen bestimmt. Da-
bei spielen vor allem die dritte, aber auch die zweite intrazelluläre Schlaufe sowie Teile des 
intrazellulären C-Terminus eine wichtige Rolle. Die G-Protein-Selektivität lässt sich nicht von 
der Primärstruktur des Rezeptors ableiten, sondern ist von der Einnahme spezifischer dreidi-
mensionaler Strukturen abhängig. Durch die Einnahme distinkter Übergangszustände zwi-
schen aktiver und inaktiver Konformation oder die Modifizierung des Rezeptormoleküls infolge 
der Aktivierung einer Signalkaskade kann so auch eine parallele oder sequentielle Aktivierung 
mehrerer G-Proteine erfolgen [1,13,21–23]. Beispiele für promiskure GPCR, die mehrere Sig-





(TSHR) [24,25]. Letzterer ist in der Lage, alle vier G-Protein-Subtypen zu aktivieren [26]. Zwar 
ist die Selektivität von Effektoren gegenüber verschiedenen Gα-Untereinheiten genauer als 
die der GPCR, dennoch ermöglichen die Rezeptorpromiskuität sowie die Fähigkeit der βγ-
Untereinheit zur Interaktion mit Effektoren eine Aktivierung mehrerer verschiedener Signal-
wege. Die Sicherstellung einer ausreichenden Signalspezifität in diesem hoch komplexen 
Netzwerk mit konvergierenden und divergierenden Transduktionsschritten erfolgt durch eine 
Vielzahl weiterer Regulationsmechanismen, wie zum Beispiel kovalenten Modifikationen [9].  
1.2 Die Glykoproteinhormon-Rezeptoren 
Bestimmte GPCR weisen besondere Strukturmerkmale sowie Signaltransduktions- und Re-
gulationsmechanismen auf. Zu diesen zählen die zur δ-Gruppe der Familie der Rhodopsin-
ähnlichen GPCR gehörenden GPHR. Die Gruppe beinhaltet den TSHR, den Lutropin/Chori-
ongonadotropin-Rezeptor (LHR) und den Follitropin-Rezeptor (FSHR) [8].  
1.2.1 Topologie und Struktur der GPHR 
Die Gene der GPHR sind auf verschiedenen Chromosomen lokalisiert. Die Gene von LHR 
und FSHR liegen im humanen Genom nah beieinander auf Chromosom 2, während das 
TSHR-Gen auf Chromosom 14 lokalisiert ist [8]. Das Glykoprotein-Rezeptor-Cluster beinhaltet 
neben den GPHR auch die Leucine-rich-repeat-beinhaltenden GPCR (LGR). Phylogenetisch 
gliedert sich die Gruppe in die Relaxin-bindenden LGR (LGR 7 und 8), die orphan-LGR (LGR 
4-6) und die GPHR. Ihre Sequenzen unterscheiden sich deutlich voneinander, während die 
Sequenzidentität innerhalb jeder Subgruppe sehr hoch ist [8].  
Die humanen GPHR werden auf zehn (FSHR, TSHR) beziehungsweise elf Exons (LHR) 
codiert. Dabei enthalten die ersten neun beziehungsweise zehn Exons die Sequenz für den 
größten Teil des großen extrazellulären N-Terminus, der mehr als 350 Aminosäuren umfasst. 
Der für GPCR charakteristische heptahelikale transmembrane Teil und die intrazellulären Re-
zeptorbereiche sind zusammen von ähnlicher Größe. Diese und der äußerste C-terminale Teil 
des extrazellulären N-Terminus werden vom jeweils letzten und größten Exon codiert [6,7,27–
30]. Während die hochaffine Ligandenbindung durch den N-Terminus des Rezeptors vermittelt 










Abbildung 1: Schematischer Aufbau der Glykoproteinhormonrezeptoren. Die GPHR besitzen 
die für GPCR typischen sieben Transmembranhelices, die durch je drei intra- und extrazelluläre Schlau-
fen verbunden sind. Eine strukturelle Besonderheit der GPHR stellt der große extrazelluläre N-Termi-
nus, bestehend aus der Leucine-rich-repeat-Domäne und der Hinge-Region dar, der die spezifische und 
selektive Hormonbindung sowie die Signaltransduktion zu transmembranen Rezeptorbereichen ge-
währleistet. Der N-Terminus enthält drei Cysteinboxen. Ihre Cysteinreste sind Bestandteile von Disul-
fidbrücken, welche die Tertiärstruktur der Rezeptoren stabilisieren. In allen GPHR-Subtypen liegt ein 
Sulfotyrosin innerhalb der Verbindungssequenz zwischen Cysteinbox 2 und 3 vor, welches zur Hormon-
bindung beiträgt. Im TSHR beinhaltet die Hinge-Region zusätzlich ein spezifisches, durch proteolytische 
Spaltung entfernbares C-Peptid [32].  
 
Der extrazelluläre N-Terminus der GPHR setzt sich aus einer ersten Cysteinbox (Cb), der 
Leucine-rich-repeat-Domäne (LRR-Domäne) und der Hinge-Region (HR) zusammen. Die Ab-
bildung 1 zeigt den schematischen Aufbau der GPHR mit ihren spezifischen Strukturelemen-
ten. Die erste Cb beinhaltet vier Cysteine. Ein Cystein befindet sich am N-Terminus, zwei wei-
tere liegen in einer antiparallelen β-Faltblattstruktur und eines liegt in der ersten Wiederho-
lungseinheit der LRR-Domäne. Die HR besteht aus der zweiten Cb, einer Verbindungsse-
quenz ohne spezifische Tertiärstrukturen und einer dritten Cb, die sehr nah an der ersten 
Transmembranhelix liegt. Die ersten zwei Cysteine der zweiten Cysteinbox liegen innerhalb 
einer helikalen Struktur am Beginn der Hinge-Region. Sie sind über Disulfidbrücken mit zwei 
Cysteinen der dritten Cb verbunden. Der C-terminale, durch eine Disulfidbrücke stabilisierte 





einheit der LRR-Domäne liegt [30,32,33]. Die direkt an die erste Transmembranhelix anknüp-
fende Aminosäuresequenz FNPCEDIMGY ist unter allen GPHR verschiedener Spezies hoch-
konserviert, was auf eine wichtige Funktion dieser Aminosäurereste hinweist [30,34–39]. Im 
TSHR ist zusätzlich zu den genannten Strukturelementen ein abspaltbares C-Peptid Teil der 
Hinge-Region, dessen Entfernung zur Aktivierung nicht zwangsläufig nötig ist [40–42]. Der N-
Terminus der GPHR weist vier (FSHR) beziehungsweise sechs (TSHR, LHR) Glykosylierungs-
stellen mit spezifischen Erkennungssequenzen auf. Die Glykosylierung einiger dieser Stellen 
ist für die korrekte Faltung der funktionalen Rezeptoren notwendig [12,30].  
 
 
Abbildung 2: Schematisches Modell des TSHR mit spezifischen Strukturmotiven und Bin-
dungsstellen für intermolekulare Interaktionspartner. Der N-Terminus des TSHR besteht aus etwa 
400 Aminosäuren. TSH interagiert an zwei Kontaktstellen mit dem TSHR. Die erste Stelle befindet sich 
in der konkaven Seite der LRR-Domäne, die zweite in der Hinge-Region, möglicherweise an einem 
sulfatierten Tyrosinrest. Zudem können Autoantikörper den TSHR binden und so eine Aktivierung des 
TSHR auslösen. Sie besitzen spezifische Bindungsepitope sowie solche, die sie mit TSH teilen. Letztere 
werden von Antikörpern mit einer anderen Affinität gebunden [43,44]. Schließlich sind auch mehrere 
niedermolekulare Liganden bekannt, deren Bindung innerhalb der Transmembrandomäne des TSHR 
seine Aktivierung induzieren. In der Abbildung ist beispielhaft die Bindungsstelle des niedermolekularen, 





Sowohl die Größe als auch die Lage ihrer Ligandenbindungsstelle innerhalb des extrazel-
lulären N-Terminus, wie in der Abbildung 2 für den TSHR schematisch gezeigt ist, grenzt die 
GPHR von anderen GPCR der Rhodopsinfamilie ab. Die hochaffine Hormonbindungsstelle 
wird von der neun bis zwölf Einheiten langen LRR-Domäne der GPHR gebildet [31,46,47]. 
Außerdem interagiert das Hormon mit der Hinge-Region. Diese besitzt eine wichtige Funktion 
bei der korrekten Faltung der GPHR und ist während der Rezeptoraktivierung an der intramo-
lekularen Signaltransduktion beteiligt. Die Hinge-Regionen der drei GPHR besitzen, ebenso 
wie die LRR-Domänen, spezifische Längen. Mit etwa 140 Aminosäuren (AS) weist der TSHR 
die längste auf [47–51]. Die aus den spezifischen Längen der LRR-Domänen und HR der drei 
GPHR resultierenden Unterschiede in den dreidimensionalen Strukturen dieser Rezeptorregi-
onen sind entscheidend für die spezifische, hochaffine Hormon-Rezeptor-Interaktion. Den-
noch scheint die Gesamtfaltung unter allen GPHR konserviert zu sein und die gleiche koope-
rative Interaktion distinkter Motive während des Aktivierungsprozesses scheint zur Einnahme 
einer stabilen N-terminalen, zur Hormonbindung und Signaltransduktion befähigten Struktur 
zu führen. Die Stabilisierung der Rezeptorstruktur hängt dabei wesentlich von der Ausbildung 
mehrerer Disulfidbrücken zwischen den konservierten Cysteinresten der zweiten und dritten 
Cb ab. Mutagenesestudien haben gezeigt, dass die Cysteinreste Cys283 und Cys284 der Cb 2 
des hTSHR (Cys279 und Cys280 im LHR) mit Cys398 und Cys408 in Cb 3 (Cys343 und Cys353 im 
LHR) interagieren. Zudem besteht eine Interaktion zwischen Cys301 (Cb2) und Cys390 (Cb3) 
(Cys304 und Cys336 im LHR) [32,33,44,48,52,53]. Die Disulfidbrücken bringen die Cysteinreste 
in räumliche Nähe und nah an die erste Transmembranhelix, wie in den Abbildungen 1 und 2 
erkennbar ist. Darüber hinaus fungieren die Disulfidbrücken im TSHR als Verbindung zwi-
schen den zwei Untereinheiten, die durch die posttranslationale, proteolytische Entfernung des 
etwa 5 kDa großen „C-Peptids“ in dessen Hinge-Region entstehen [40].  
1.2.2 Die Physiologie der GPHR und ihrer Liganden 
Die Glykoproteinhormone luteinisierendes Hormon (LH), follikelstimulierendes Hormon 
(FSH) und thyreoideastimulierendes Hormon (TSH, Thyreotropin) werden in der Adenohypo-
physe gebildet, Choriogonadotropin (CG) hingegen in der Plazenta einiger Säugetiere und des 
Menschen. Mit ihren 28 bis 40 kDa sind sie die größten und komplexesten GPCR-Agonisten 
[6,30,54]. TSH, FSH und LH kommen in allen Säugetierfamilien vor, CG jedoch nur in höheren 
Primaten und Pferden [54,55]. FSH bindet an den FSHR und TSH an den TSHR, während der 
LHR durch CG sowie LH aktiviert wird. Die LHR-Aktivierung durch beide Liganden führt zur 
gleichen zellulären Antwort, die Sekretion beider Hormone unterliegt jedoch einer unterschied-
lichen physiologischen Regulation. Alle vier Glykoproteinhormone sind Heterodimere. Sie be-





Die α-Untereinheit ist unter allen Mitgliedern einer Spezies identisch und auch zwischen ver-
schiedenen Spezies hochkonserviert. Die β-Untereinheit ist hormonspezifisch, aber in ihrer 
Sequenz zwischen den verschiedenen Glykoproteinhormonen ähnlich. Sie ist für die spezifi-
sche Hormon-Rezeptor-Interaktion verantwortlich [30,54]. Die hohe Sequenzidentität der Un-
tereinheiten deutet auf eine gemeinsame evolutionäre Herkunft hin [54–56]. 
 
LH und FSH stimulieren die Steroidbiosynthese in den Hoden und Ovarien. Ihre Synthese 
und Sekretion wird durch das hypothalamische Gonadotropin-freisetzende Hormon positiv re-
guliert und im Rahmen komplexer positiver und negativer Rückkopplungsmechanismen von 
gonadalen Steroid- und Peptidhormonen beeinflusst. LH wirkt primär auf die den LHR expri-
mierenden Theca interna- und Leydig-Zellen, während FSH auf Sertoli- und Granulosazellen 
wirkt, die den FSHR exprimieren. Die Expression der GPHR in den Gonaden unterliegt diver-
sen endo-, para-, auto- und intrakrinen regulatorischen Mechanismen und variiert daher, 
ebenso wie der Serumspiegel der Glykoproteinhormone, in Abhängigkeit vom Entwicklungs-
stadium und dem Zeitpunkt des follikulären und spermatogenen Zyklus [30,57,58]. Die LH- 
und FSH-Stimulation der zugehörigen Rezeptoren ist Voraussetzung für die sexuelle Differen-
zierung und die gonadale Funktion. Neben der Keimdrüsenentwicklung beider Geschlechter 
werden auch die weibliche Ovulation und somit die humane Reproduktion über den LH- und 
den FSH-Rezeptor reguliert [30,57,58].  
Die Aktivierung der hypothalamisch-gonadalen Achse während der Pubertät führt zu einer 
vermehrten LH- und FSH-Sekretion und der Stimulation gonadaler LHR- und FSHR-exprimie-
render Zellen. LH stimuliert die Androgenproduktion in Leydigzellen und führt zur Entwicklung 
der männlichen sekundären Geschlechtsmerkmale. Die Stimulation der Eierstöcke und des 
Gelbkörpers durch die kombinierte Aktivierung von LH und FSH regt die Synthese von Östro-
gen und Progesteron an, die zur Ausprägung der weiblichen Geschlechtsmerkmale und zum 
Erlangen der Fruchtbarkeit führen [30]. In den noch nicht final gereiften Hoden stimuliert FSH 
den FSHR auf Sertoli-Zellen und führt zu deren Proliferation. Aufgrund indirekter, durch die 
Sertoli-Zellen vermittelter Effekte, ist es so für die qualitative und quantitative Spermatogenese 
zuständig. LH stimuliert die Leydigzellen und regt damit die Androgenproduktion an. Auf diese 
Weise werden endokrine, extratestikuläre und parakrine spermatogene Effekte der Androgene 
durch LH reguliert. In den reifen Eierstöcken wird der FSH-Rezeptor ausschließlich von den 
Granulosazellen exprimiert. Hingegen exprimieren die Granulosa-, Lutein- und Thecazellen 
den LH-Rezeptor. FSH ist für die Stimulation der follikulären Reifung zuständig, während die 
LH-Stimulation die Androgensynthese der Thecazellen anregt und so die Bereitstellung des 





die Ovulation aus und erhält im Anschluss die Progesteronproduktion des Gelbkörpers auf-
recht [30]. Während einer Schwangerschaft ist nicht nur der LH-, sondern auch der CG-Spiegel 
im Serum sehr hoch [30]. Das in der Plazenta gebildete maternale CG, welches an den LH-
Rezeptor bindet, ist für die Initiierung und Aufrechterhaltung der frühen Schwangerschaft nötig. 
Es stimuliert die Progesteronproduktion und besitzt wichtige Funktionen während der Dezidu-
alisierung, der Angiogenese und der Differenzierung des Zytotrophoblasten. Zudem gelangt 
CG in ausreichend hohen Konzentrationen in das fetale Blut, um die testikuläre Steroidoge-
nese sowie das Leydigzellwachstum und die -differenzierung anzuregen. Über die Anregung 
der Testosteronbiosynthese in den Leydigzellen der fetalen Hoden führt es so zu einem 
Wachstum und zur Differenzierung der inneren männlichen Genitalien [30,59].  
Das TSH wirkt auf den TSHR. Es aktiviert ihn nicht nur, sondern steuert auch dessen Ex-
pression, sodass bereits geringe TSH-Plasmakonzentrationen zu einer Rezeptorhochregulie-
rung führen. Neben lokalen Hormonen, Zytokinen, Wachstumsfaktoren und Neurotransmittern 
ist TSH verantwortlich für die Regulation der Schilddrüsenfunktion und des -wachstums. Dabei 
nimmt es die vorherrschende Rolle ein und ist notwendig für die Ausbildung des voll entwickel-
ten Phänotyps. Die Synthese und Sekretion von TSH erfolgt durch thyreotrope Zellen der A-
denohypophyse. Beide Prozesse werden positiv durch das hypothalamische Thyrotropin-frei-
setzende Hormon (TRH) reguliert und unterliegen einer negativen Rückkopplung durch das 
Schilddrüsenhormon Triiodthyronin (T3) [60].  
TSH stimuliert den Metabolismus und spezialisierte Funktionen der follikulären Schilddrü-
senzellen. Zu den Stoffwechselfunktionen der Thyrozyten, die durch TSH beeinflusst werden, 
gehören beispielsweise die Synthese verschiedener Proteine und die mitochondriale Aktivität. 
Zu den spezialisierten Funktionen zählt die Regulation der spezifischen Schritte des Iodmeta-
bolismus. So ist TSH in die positive Regulation der Iodbindung, des Iodtransportes und der 
Thyreoglobulinsekretion ins Follikellumen sowie die Schilddrüsenhormonsynthese und -sekre-
tion involviert. Die Iodbindung an Tyrosylreste des Thyreoglobulins sowie die oxidative Kopp-
lung der so entstandenen Iodotyrosine (Monoiodtyrosin und Diiodtyrosin) zu Iodothyroninen 
(Triiodthyronin/T3 und Tetraiodthyronin/Thyroxin/T4) wird über die Stimulation der Genexpres-
sion der Thyreoperoxidase durch TSH positiv reguliert [60].  
Anhand der dargestellten vielfältigen regulatorischen Funktionen der Glykoproteinhormone 
und ihrer Rezeptoren wird ihre hohe physiologische Relevanz deutlich. Fehlregulationen oder 
Ausfälle der Rückkopplungsmechanismen und die damit verbundenen Änderungen des 
Gleichgewichtes gegenläufiger Prozesse können weitreichende pathologische Konsequenzen 
haben. Im Folgenden werden molekulare Veränderungen auf der Ebene der GPHR gezeigt 





1.2.3 GPHR-assoziierte Pathogenese 
Variationen in der codierenden Sequenz von Rezeptoren führen zu genetisch bedingter 
Individualität. Sie treten beispielsweise in Form von Nukleotidpolymorphismen auf, bei denen 
zwei alternative Basen für eine Position existieren. Die Polymorphismen können im codieren-
den Bereich sowie in Promotorregionen, in 5‘- bzw. 3‘-untranslatierten Regionen oder Introns 
liegen. Weniger als 1 % der Polymorphismen im humanen Genom resultieren in einer Verän-
derung des Proteins, dennoch können sie einen Einfluss auf komplexe Mechanismen, wie 
beispielsweise die Anfälligkeit für bestimmte Krankheiten, haben [61–63]. Führen Mutationen 
einer proteincodierenden Nukleotidsequenz zu einer Aminosäureveränderung, kann dies in 
erheblichen Veränderungen der Proteineigenschaften resultieren. So können die Folgen einer 
Mutation in einem für einen Rezeptor codierenden Exon von einer ligandenunabhängigen Re-
zeptoraktivierung bis zum kompletten Verlust der Rezeptorfunktion reichen, indem sie die 
Transkription, die Translation, die posttranslationale Modifizierung, die Rezeptorstabilität, den 
intrazellulären Transport, den Einbau in die Zellmembran oder die Fähigkeit des Rezeptors zur 
Signaltranduktion beeinflusst [64]. Für die GPHR ist eine große Anzahl die Rezeptorfunktion 
beeinträchtigender Mutationen bekannt, welche in allen Rezeptorbereichen zu finden sind.  
1.2.3.1 Mutationen des LH-Rezeptors 
Natürlich vorkommenden Mutationen im LH-Rezeptor, die zu einer Aktivierung führen, lie-
gen meist im Bereich der TMD, während inaktivierende Mutationen verstreut in der codieren-
den Sequenz zu finden sind [65]. Aktivierende Mutationen des LH-Rezeptors führen vor allem 
bei männlichen Individuen zu einem Phänotyp. Sie führen zu einer Stimulation testikulärer 
Leydigzellen, einem hohen Testosteron-Spiegel und somit zu einer frühen Pubertät [65,66]. 
Inaktivierende Mutationen hingegen betreffen sowohl männliche als auch weibliche Individuen 
und äußern sich phänotypisch durch die Beeinträchtigung der sexuellen Differenzierung. Final 
führen sie zu Leydigzellhypoplasie (Mann) beziehungsweise Hypogonadismus und primärer 
Amenorrhöe (Frau) [65,67]. Ein Beispiel ist die inaktivierende Mutation Glu354Lys (E1.27K nach 
der Nomenklatur von Ballesteros und Weinstein [68]), die sich kurz vor der ersten Transmemb-
ranhelix befindet. Ein homozygotes Auftreten dieser Mutation im humanen LHR führt zu einem 
kompletten Verlust der Adenylylzyklaseaktivierung nach der Stimulation mit dem Liganden 
hCG, obwohl dieser weiterhin bindet. Dies indiziert eine wichtige Funktion dieser Aminosäu-
reposition während der Rezeptoraktivierung [67,69]. Die Vererbung der Mutation erfolgt auto-
somal rezessiv, die durch sie entstehenden Phänotypen sind divers [67]. 
Im Folgenden sind verschiedene, ausgewählte Mutationen, ihre Lokalisierung und die Art 





Tabelle 1: Übersicht ausgewählter Mutationen im humanen LH-Rezeptor. Dargestellt sind Ami-
nosäureaustausche, deren Lokalisation innerhalb des Rezeptors sowie deren Auswirkung auf die Re-
zeptorfunktion.  
Mutation Region Art Literaturnachweis 
C343S Cysteinbox 3 inaktivierend [71] 
E354K Cysteinbox 3 inaktivierend [67] 
L457R Transmembranhelix 3 aktivierend [72] 
D564G Transmembranhelix 6 aktivierend [73] 
D578E Transmembranhelix 6 aktivierend [74] 
D578G Transmembranhelix 6 aktivierend [66] 
D578H Transmembranhelix 6 aktivierend [75] 
D578Y Transmembranhelix 6 aktivierend [73] 
A593P Transmembranhelix 6 inaktivierend [76] 
1.2.3.2 Mutationen im TSH-Rezeptor 
Inaktivierende Mutationen im Gen des TSHR können zu einer Insensitivität gegenüber TSH 
und einem vollständigen Funktionsverlust der Schilddrüse führen. Im Gegensatz dazu führen 
aktivierende Mutationen zu einer TSH-unabhängigen Rezeptoraktivität, die in einer Hyperthy-
reose resultieren kann. Die pathologischen Konsequenzen der Rezeptorfehlfunktionen sind 
vielseitig und ihr Vererbungsmechnismus unterschiedlich [43]. Mutationen, die die Rezeptor-
funktion beeinträchtigen, wurden oft im Rahmen einer detaillierten Untersuchung von Patho-
logien identifiziert. So wurden die somatischen Mutationen Ser281Asn (S281N), Ser281Thr (S281T) 
und Ser281I (S281I) in Patienten mit erworbenem Hyperthyroidismus nachgewiesen. Die Muta-
tionen waren dabei auf individuelle toxische Schilddrüsenadenome begrenzt. Die Aminosäu-
resubstitution des unter den TSHR verschiedener Spezies konservierten Serinrestes an Posi-
tion 281 führt zu einer konstitutiven Rezeptoraktivierung. Dabei bleibt der mutierte TSHR wei-
terhin sensitiv für TSH [77]. Im Gegensatz zu den genannten Mutationen wurde die Aminosäu-
resubstitution Asp410Asn (D410N, D1.28N) im Kontext mit einem Funktionsverlust des TSHR 
identifiziert. Die dem Rezeptordefekt zugrundeliegende Mutation weist dabei einen rezessiven 
Charakter auf. Experimentelle Untersuchungen in Zelllinien zeigten die Fähigkeit des mutierten 
Rezeptors, das Hormon zu binden. Dabei bleibt die normalerweise resultierende Aktivierung 
der Adenylylzyklase aus [78].  
Im Folgenden sind einige weitere bekannte Mutationen im TSHR, ihre Lokalisierung und 





Tabelle 2: Übersicht ausgewählter Mutationen im humanen TSH-Rezeptor. In der Tabelle sind 
die Aminosäureaustausche, deren Position innerhalb der Rezeptorstruktur sowie deren Auswirkung auf 
die Rezeptorfunktion dargestellt. 
Mutation Region Art Literaturnachweis 
K183R LRR7 aktivierend [79] 
S281I LRR11 aktivierend [80] 
S281N LRR11 aktivierend [77] 
S281T LRR11 aktivierend [77] 
R310C Hinge-Region inaktivierend [81] 
C390W Cysteinbox 3 inaktivierend [78] 
D403N Cysteinbox 3 inaktivierend [82] 
N406S Cysteinbox 3 aktivierend [83] 
D410N Transmembranhelix 1 inaktivierend [78] 
A428V Transmembranhelix 1 aktivierend [84] 
R450H Transmembranhelix 2 inaktivierend [85–88] 
M453R Transmembranhelix 2 aktivierend [89] 
M453T Transmembranhelix 2 aktivierend [90–92] 
A485V Extrazellulärer Loop 1 aktivierend [93] 
I486F Extrazellulärer Loop 1 aktivierend [94] 
I486M Extrazellulärer Loop 1 aktivierend [94] 
I486N Extrazellulärer Loop 1 aktivierend [95,96] 
V509A Transmembranhelix 3 aktivierend [97,98] 
I568F Extrazellulärer Loop 2 aktivierend [99] 
I568T Extrazellulärer Loop 2 aktivierend [94] 
I568V Extrazellulärer Loop 2 aktivierend [100] 
A593N Transmembranhelix 5 aktivierend [101] 
A593V Transmembranhelix 5 inaktivierend [102] 
T620I Transmembranhelix 6 aktivierend [103] 
M626I Transmembranhelix 6 aktivierend [104] 
D633A Transmembranhelix 6 aktivierend [105] 
D633E Transmembranhelix 6 aktivierend [106] 
D633H Transmembranhelix 6 aktivierend [105] 
D633Y Transmembranhelix 6 aktivierend [106] 
N650Y Extrazellulärer Loop 3 aktivierend [107] 
V656F Extrazellulärer Loop 3 aktivierend [108] 
1.2.3.3 Morbus Basedow und Hashimoto-Thyreoditis 
Neben Mutationen kann die Funktion der GPHR durch eine Reihe weiterer Faktoren beein-





Die Bindung kann zu einer Rezeptorstimulation oder zur Störung der aktivierbaren Rezeptor-
konformation führen und so Autoimmunerkrankungen der Schilddrüse auslösen [43,44].  
Die ligandenunabhängige TSHR-Aktivierung durch stimulierende Antikörper kann mit Mor-
bus Basedow oder einer autoimmunen Hyperthyreose assoziiert sein. Klinisch äußern sich 
diese Pathologien unter anderem in einer Hyperplasie der Schilddrüsenfollikel und der Über-
funktion der Schilddrüse. Die aktivierenden Autoantikörper des Morbus Basedow werden ge-
meinsam mit TSHR-spezifischen T-Zellen als Ergebnis einer komplexen Autoimmunantwort 
gegen den TSHR gebildet. Dabei scheinen genetische Faktoren ebenso eine Rolle zu spielen 
wie Umwelteinflüsse. Die den Morbus Basedow auslösenden Antikörper ahmen TSH nach, 
konkurrieren bei der Bindung an den TSHR mit diesem und lösen, ebenso wie TSH, die Akti-
vierung des Rezeptors und seiner Signalkaskade aus. Es liegt dabei eine Mischung aktivie-
render und inaktivierender Antikörper vor, die im Verlauf der Erkrankung zu Schwankungen 
der Schilddrüsentätigkeit führt. Inaktivierende Antikörper, die ebenso wie TSH an den TSHR 
binden, jedoch antagonistisch zu TSH wirken und die Aktivierung der Gs-Protein/Adenylylzyk-
lase-Signalkaskade verhindern, können zu einer Hypothyreose führen. Im Fall der Hashimoto-
Thyreoditis (autoimmune Hypothyreose) können sowohl eine durch Antikörper verursachte 
Hypo- als auch Hyperthyreose grundlegend sein und final in einer Schädigung und Atrophie 
sowie Unterfunktion der Schilddrüse resultieren [43,44,109,110]. 
Die Morbus Basedow und Hashimoto-Thyreoditis auslösenden Autoantikörper binden, 
ebenso wie TSH, an mehrere, nicht zusammenhängende Epitope des extrazellulären N-Ter-
minus des TSHR. Die Lage ihrer Bindungsstelle, relativ zu jener für TSH, ist in Abbildung 2 
gezeigt. Die Bindungsepitope beziehungsweise die Bindungsaffinität zu gleichen Epitopen un-
terscheiden sich vor allem im N-terminalen Teil. Die Überlappungen im C-terminalen Teil füh-
ren zu einer Kompetition der Liganden um die Bindungsepitope [43,44]. 
1.2.4 Die Signalweiterleitung der Glykoproteinhormonrezeptoren  
Einige GPCR können, wie bereits in 1.1 erwähnt, mit mehr als einem G-Protein-Subtypen 
interagieren. Die Interaktion der LH- und FSH-Rezeptoren erfolgt in erster Linie mit Gαs-Pro-
teinen. So werden Adenylylzyklasen aktiviert, woraus ein intrazellulärer Anstieg an cAMP re-
sultiert. Zudem wurde für beide Rezeptoren eine Aktivierung der Phospholipase C-Kaskade 
gezeigt. Die Aktivierung der Phospholipase Cβ-Untereinheiten in den Ovarien und Hoden wird 
dabei eher einer Interaktion mit den von Gαs- und Gαi-Proteinen freigesetzten βγ-Untereinhei-
ten zugeordnet, als der Interaktion mit einem Gαq/11-Protein. Die Akkumulation von Inositolp-
hosphat und der Anstieg der intrazellulären Calciumionenkonzentration erfordert dabei deut-





nötig sind. Die physiologische Relevanz dieser regulierten Aktivierung der verschiedenen Sig-
nalwege könnte in der nur zu spezifischen Zeitpunkten nötigen Aktivierung des Phospholipase 
C-Weges liegen, zum Beispiel während des Ovulationsprozesses [57,111–115]. 
Im Gegensatz zum LH- und FSH-Rezeptor ist der TSHR in der humanen Schilddrüse dazu 
befähigt, mit unterschiedlicher Effizienz mit allen vier G-Protein-Subtypen zu interagieren. Die 
Interaktion mit Gαs- und Gαq/11-Proteinen führt zu einer Aktivierung der Adenylylzyklase- be-
ziehungsweise Phospholipase C-Kaskade. Die Aktivierung letzterer erfordert beim TSHR, 
ebenso wie beim LHR und FSHR, höhere Hormonkonzentrationen. Ursächlich dafür kann die 
unterschiedliche Kopplungseffizienz der G-Proteine zu ihren Effektoren sein. Die Gαs-indu-
zierte Aktivierung der Adenylylzyklasen maskiert deren parallel stattfindende Inhibition durch 
Gαi-Proteine. Die funktionelle Relevanz der Gαi-Protein-Interaktion mit dem TSHR scheint, wie 
auch bei LHR und FSHR, eher in der Aktivierung verschiedener Effektoren durch die freige-
setzten βγ-Heterodimere zu liegen. Die Interaktion von Gα12/13-Proteinen ist bislang nicht ge-
nau charakterisiert, scheint aber relevant für das Wachstum und/oder die Differenzierung von 
Thyreozyten zu sein. Die Funktion der unspezifischen Interaktion des TSH-Rezeptors mit allen 
G-Protein-Subtypen und des somit hochkomplexen Signalisierungssystemes ist bislang nicht 
im Detail bekannt [25,26,116]. 
1.2.5 Modelle des Aktivierungsmechanismus der Glykoproteinhormonrezeptoren 
Im Vergleich zum LHR und FSHR besitzt der TSHR eine deutlich messbare Basalaktivität 
[53]. Der inaktive Rezeptorzustand wird vor allem durch hydrophobe Wechselwirkungen und 
ein Netzwerk aus Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den Transmembranhelices auf-
rechterhalten. Mithilfe von Punkt- und Deletionsmutanten, die die strukturellen Beschränkun-
gen aufheben, konnte gezeigt werden, dass eine Störung der inter- und intrahelikalen Interak-
tionen eine ligandenunabhängige Rezeptoraktivierung induzieren kann. Insbesondere Interak-
tionen, die die sechste Transmembranhelix in einer inaktiven Konformation halten, sind rele-
vant. Die Basalaktivität des TSHR deutet auf eine geringere Anzahl struktureller Beschränkun-
gen der Rezeptorkonformation im ligandenfreien Zustand im Vergleich zu LHR und FSHR hin 
[117–119].  
Die Ligandenbindung erfolgt, wie in Abbildung 2 für den TSHR ersichtlich ist, an die länglich 
gekrümmte extrazelluläre Domäne aller GPHR-Subtypen. Dabei wird das Glykoproteinhormon 
von ihr wie von einer „Hand“ umklammert. Es bestehen multiple Kontakt- und Interaktions-
punkte zwischen unterschiedlichen Regionen des Hormons und der gesamten extrazellulären 
Domäne. Anhand von Kristallisations- und Mutagenesestudien wurde die Relevanz der LRR-





lektive und hochaffine Hormonbindung gezeigt. Durch strukturelle Veränderungen des Hor-
mons sowie des Rezeptors werden spezifische Domänen erst zugänglich gemacht und es 
kann zu einer sequentiellen Interaktion an verschiedenen Kontaktpunkten kommen 
[49,50,120,121].  
Die detaillierte Abfolge struktureller Veränderungen der GPHR, die der Ligandenbindung 
folgen und final zur Einnahme der aktiven Konformation führen, ist bislang nicht hinreichend 
geklärt. Insbesondere die Rolle distinkter Regionen der extrazellulären Domäne und ihrer In-
teraktion mit der Transmembranregion wurde bislang kontrovers diskutiert, wie im Folgenden 
näher beschrieben wird. 
Viele GPCR, wie beispielsweise adrenerge Rezeptoren, binden ihre Liganden in einer von 
den Transmembranhelices gebildeten Bindungstasche [122]. Ein solcher Mechanismus, bei 
dem die Interaktion mit dem Hormon und die Modulation der Rezeptoraktivität über die Trans-
membranregion erfolgt, wird ebenso für die GPHR vorgeschlagen. Die Theorie wird mit der 
großen Ähnlichkeit der Genstruktur sowie DNA- und Aminosäuresequenz unter den TMD der 
GPCR begründet. Es wird eine niederaffine Bindungsstelle in der Transmembranregion ange-
nommen, die während einer sequentiellen Hormon-Rezeptor-Interaktion erst nach der hoch-
affinen Bindungsstelle im extrazellulären N-Terminus adressiert wird [27,123]. Zudem wurde 
aus den Daten weiterer Mutagenesestudien gefolgert, dass eine Modulation der Hormonbin-
dungsaffinität der extrazellulären Rezeptorregion durch die Interaktion des Hormons mit der 
zweiten extrazellulären Schlaufe erfolgt [124]. Jedoch fehlen bisher eindeutige experimentelle 
Beweise für eine direkte Interaktion der Hormone mit der Transmembrandomäne. 
Neben der Ligandenbindung wird dem extrazellulären N-Terminus eine Funktion als Inhi-
bitor der ligandenunabhängigen Rezeptoraktivierung zugeschrieben. Grundlage dieser An-
nahme ist die Beobachtung einer Erhöhung der ligandenunabhängigen Aktivität des TSH-Re-
zeptors nach der Deletion eines großen Teiles seines extrazellulären N-Terminus. Es wird an-
genommen, dass die Stabilisierung der inaktiven Rezeptorkonformation durch elektrostati-
sche, inhibitorische Interaktionen zwischen extrazellulären und transmembranen Rezeptorre-
gionen realisiert wird. Dieser Theorie zufolge ist nicht die ligandenabhängige Konformations-
änderung distinkter Rezeptorregionen ursächlich für die Rezeptoraktivierung, sondern die Auf-
hebung intramolekularer Beschränkungen [125–128]. Als mögliche Interaktionspartner werden 
dabei die Hinge-Region im extrazellulären N-Terminus und die erste und zweite extrazelluläre 
Schlaufe innerhalb der TMD vorgeschlagen [51,94,129,130].  
Ein dieser Theorie entsprechendes Modell postuliert ein Gleichgewicht zwischen einer „of-
fenen“ und einer „geschlossenen“ Konformation der GPHR. Die „offene“ Form stellt dabei den 
aktiven Zustand der Rezeptoren dar, in welchem die Interaktionen zwischen der Transmemb-





stabilisiert oder durch aktivierende Mutationen herbeigeführt. Weiterhin wird mit der Verschie-
bung des Gleichgewichts zur „offenen“ Konformation die ligandenunabhängige Aktivität des 
TSHR erklärt. Die Notwendigkeit der Interaktion des Hormons mit der Transmembranregion 
des Rezeptors für die Signalinitiierung ist dabei nicht genau geklärt [77,127]. Der Glykosylie-
rung des Hormones wird bei diesem Modell eine wichtige Rolle zugeschrieben. Sie verändert 
nicht die Bindungseigenschaften, ist durch ihre sterischen Anforderungen aber entscheidend 
für die Konformationsänderung der extrazellulären Region [127,131]. 
Das beschriebene Modell liefert keine detaillierte Erklärung, wie inverse Agonisten, Anta-
gonisten oder die Rezeptoraktivität inhibierende Antikörper auf die Rezeptoren wirken, ohne 
dabei die „offene“ Konformation zu stabilisieren [77]. Weiterhin konnte für den LHR trotz eines 
intakten, funktional gefalteten Transmembrankernes keine ligandenabhängige oder  
-unabhängige Aktivität nach Deletion des gesamten extrazellulären N-Terminus festgestellt 
werden [132,133]. Andere Theorien gehen daher von einer unabhängigen Stabilisierung des 
extrazellulären und des transmembranen Bereiches der Rezeptoren aus. Die Integrität des 
extrazellulären N-Terminus scheint dabei für die ligandenabhängige sowie -unabhängige Re-
zeptoraktivität essentiell zu sein. Verschiedene Determinanten des N-Terminus können in ei-
ner spezifischen räumlichen Anordnung, relativen Position und Interaktion die aktivierbare Re-
zeptorstruktur aufbauen, ohne dass eine Interaktion zwischen dem Hormon und dem Trans-
membrankern erfolgt [33,132]. Vor allem die Hinge-Region scheint dabei eine weitaus wichti-
gere Funktion einzunehmen, als lediglich die Verbindung von LRR-Domäne und Transmemb-
rankern zu bilden. Dies wird beispielsweise durch die in 1.2.3.2 bereits erwähnten experimen-
tellen Daten zu Ser281-Mutationen im TSHR deutlich [77]. Weiterhin scheinen die zur Hinge-
Region gehörenden Cysteinboxen 2 und 3 in jeder Rezeptorkonformation genau abgestimmt 
miteinander zu interagieren und exakt zwischen dem N-Terminus und dem Transmembran-
kern positioniert zu sein. Eine Interaktion der Hinge-Region mit der zweiten extrazellulären 
Schlaufe oder weiteren Teilen des Transmembrankernes wird nicht ausgeschlossen [33].  
Es wird angenommen, dass eine Struktur des N-Terminus selbst als intramolekularer Ago-
nist mit dem Transmembrankern interagieren und die Rezeptoraktivierung auslösen kann. 
Diese könnte nahe der ersten Transmembranhelix liegen und sowohl durch Liganden- als auch 
durch Antikörperbindung oder Mutationen exponiert werden, indem diese eine Änderung der 
Konformationen der LRR-Domäne und der Hinge-Region auslösen [132,134,135]. Die ver-
schiedenen Arten von Aktivatoren und die denkbare agonistische Rezeptorregion sind in Ab-
bildung 3 ersichtlich. Eine solche Rezeptoraktivierung durch eine intramolekulare Sequenz im 
extrazellulären N-Terminus, die kovalent gebunden vorliegt oder selbst Teil des Rezeptorpro-







Abbildung 3: Arten der Aktivierung der Glykoproteinhormonrezeptoren. GPHR können sowohl 
durch Glykoproteinhormone als auch durch aktivierende Mutationen oder Antikörper aktiviert werden. 
Der genaue Mechanismus der Rezeptoraktivierung ist bislang nicht geklärt, es wurden jedoch verschie-
dene Modelle vorgeschlagen. (A) Der extrazelluläre N-Terminus kann als Inhibitor der ligandenunab-
hängigen Aktivierung beziehungsweise inverser Agonist fungieren, der den Transmembrankern durch 
strukturelle Beschränkungen in seiner inaktiven Konformation hält. Diese Beschränkungen werden 
durch die Hormon- beziehungsweise Antikörperbindung oder durch aktivierende Mutationen aufgeho-
ben. (B) Alternativ kann der extrazelluläre N-Terminus eine intramolekulare agonistische Einheit bein-
halten. Die aus der Liganden-/ Antikörperbindung oder aktivierenden Mutation resultierende Konforma-
tionsänderung des N-Terminus kann die Interaktion zwischen der agonistischen Einheit und der Trans-
membrandomäne ermöglichen (modifiziert nach [132]). 
 
Zhang et al. hielten es für möglich, dass das zehn Aminosäuren lange Fragment Gluta-
mat409 bis Arginin418 der Auslöser der TSHR-Aktivierung nach der Deletion des nahezu voll-
ständigen N-Terminus sein kann. Diese Annahme konnte nicht durch Daten belegt werden 
[126]. Alvarez et al. identifizierten die in allen GPHR invariante zehn Reste lange Aminosäu-
resequenz FNPCEDIMGY und schreiben ihr eine Rolle für die Rezeptorfaltung, -expression 
und -aktivierung zu [138]. Insbesondere den Aminosäuren Glutamin- und Asparaginsäure 
(Glu409 und Asp410, E1.27 und D1.28) wird eine für die Einnahme des aktiven Zustandes und 
die Signalweiterleitung besondere Relevanz beigemessen. Zudem kann das Motiv Asp403 bis 
Asn406 (TSHR, D1.21 bis N1.24) eine wichtige Funktion im Rahmen der Aufrechterhaltung des 
stabilisierenden Netzwerkes des inaktiven Zustandes haben [33,138,139]. 
Ein der Sequenz entsprechendes, vom äußeren C-terminalen Teil des extrazellulären N-
Terminus abgeleitetes Peptid FNPCEDIMGY (p10) ist in der Lage, alle GPHR in Abwesenheit 
der zugehörigen Hormone zu aktivieren. Brüser et al. schlugen daher, ebenso wie Alvarez et 
al., die zugehörige, in allen GPHR hochkonservierte, zehn Aminosäuren lange Sequenz Phe350 
bis Tyr359 im hLHR beziehungsweise Phe405 bis Tyr414 im hTSHR (F1.23 bis Y1.32 nach der 





terminalen Aminosäuren scheinen Teil der ersten Transmembranhelix zu sein, während der 
N-terminale Teil der Hinge-Region angehört. Letzterer kann bereits vorgebunden in einer Bin-
dungstasche zwischen den extrazellulären Schlaufen eingebettet vorliegen, wobei spezifische 
Interaktionen von Bedeutung sind [138,139]. Die Ligandenbindung löst eine Isomerisierung 
der Sequenz aus. Die dadurch aufgebauten Interaktionen mit dem Transmembrankern indu-
zieren dessen strukturelle Veränderung, die schließlich zur G-Protein-Aktivierung führt [139]. 
Die vorgeschlagene Isomerisierung ähnelt der Konformationsänderung des kovalent gebun-
denen Chromophors Retinal vom all-cis- zum all-trans-Isomer während der durch Licht verur-
sachten Aktivierung des Photorezeptors Rhodopsin [1,6]. Eine hochaffine Interaktion zwischen 
dem intramolekularen Agonist und der transmembranen Domäne ist für diese Art der Rezep-
toraktivierung nicht erforderlich, da der interne Agonist kovalent gebunden ist und damit eine 
1:1-Stöchiometrie besteht [139]. 
Die Zusammenfassung der einzelnen Ansätze ergibt eine Hypothese zum Aktivierungsme-
chanismus der GPHR, nach welcher die Liganden- beziehungsweise Antikörperbindung oder 
eine aktivierende Mutation die strukturelle Reorganisation des N-Terminus und insbesondere 
der Hinge-Region induziert. So wird einer spezifischen Sequenz die Funktion als intramoleku-
larer Agonist ermöglicht [33,134]. Es scheinen unterschiedliche Bereiche des N-Terminus die 
Stabilisierung des inaktiven und die Einnahme des aktiven Zustandes zu gewährleisten. Die 
volle Aktivierung der GPHR scheint die Intaktheit des N-Terminus zu erfordern [33,132,135]. 
1.3 Aufgabenstellung 
Trotz kristallografischer Daten der hormongebundenen GPHR-Ektodomänen 
[32,49,120,121,139,140] und einer Reihe aus verschiedenen Mutagenesestudien resultieren-
der Theorien (siehe 1.2.5) sind die molekularen Details des Aktivierungsmechanismus und die 
genaue Regulation des Aktivitätszustandes der GPHR nicht vollständig verstanden. Mit dieser 
Arbeit soll ein wesentlicher Beitrag zum Verständnis des Aktivierungsprozesses geleistet wer-
den. Das Ziel liegt in der Klärung der für die Rezeptoraktivierung erforderlichen Eigenschaften 
der einzelnen Aminosäurepositionen der Sequenz FNPCEDIMGY, die bereits als intramoleku-
larer Agonist der GPHR identifiziert wurde [138,139]. Da das entsprechende Peptid den hLHR 
und hTSHR nur teilweise aktivieren kann, werden spezifische strukturelle Veränderungen des 
intramolekularen Agonists in seinem natürlichen Kontext angenommen, die nach der initialen 
Hormonbindung den Übergang vom basalen in einen voll aktiven GPHR-Zustand bewirken. 
Es soll geklärt werden, wie die Aktivierung der TMD durch den intramolekularen Agonist ver-
mittelt wird und welche Interaktion dabei mit anderen Rezeptorkomponenten, wie beispiels-





gion ausschließlich als Agonist agiert oder ii) sie eine duale Funktion als inverser Agonist ein-
nimmt, der den Rezeptor in einem inaktiven Zustand hält und zu einem Aktivator wechselt 
[135,139]. Bei einem Zutreffen der ersten Variante ist zu klären, ob die p10-Region in einer 
Bindungstasche der TMD vorgebunden vorliegt und isomerisiert oder während der Aktivierung 
exponiert wird und folglich an die TMD bindet.  
Die geringe Affinität von der p10-Region abgeleiteter Peptide lässt keine weitere biophysi-
kalische Untersuchung oder Pepditbindungsexperimente zu. Zudem ist die natürliche p10-Re-
gion stets im Rezeptor präsent und kann mit ihnen konkurrieren. Ein exakter Einblick in die 
Funktionen des intramolekularen Agonists wird folglich verhindert. Die Adressierung der ge-
nannten Hypothesen ist durch eine Untersuchung der p10-Region in ihrem natürlichen Kontext 
innerhalb der Rezeptorsequenz möglich. Dies ist durch die Generierung und Charakterisierung 
eines Satzes artifizieller Konstrukte des humanen LHR realisierbar. Die Rezeptorkonstrukte 
sollen verschiedene Aminosäureaustausche an einer jeden Position der Sequenz FNPCE-
DIMGY (hauptsächlich Ala, Cys, Asp, His, Lys, Asn, Pro, Ser und Tyr) aufweisen. Ihre funkti-
onelle Charakterisierung erfolgt durch die Analyse der Zelloberflächenexpression, der basa-
len/ligandenunabhängigen Aktivität und der Aktivierbarkeit durch den natürlichen Liganden. 
Die Daten sollen Informationen über die Relevanz einer jeden Position der p10-Region auf die 
Rezeptorstruktur und -funktion vermitteln. Es ist vorgesehen, physikochemische Eigenschaf-
ten herauszustellen, die bei der Rezeptorexpression und der Signalweiterleitung toleriert wer-
den oder zwingend erforderlich sind. 
Anhand der generierten Daten sollen hLHR-Konstrukte identifiziert werden, deren Charak-
terisierung entscheidend zur Klärung des Aktivierungsmechanismus beiträgt. Es ist die Ein-
führung der entsprechenden Aminosäuresubstitutionen an den korrespondierenden Positio-
nen im humanen TSHR beabsichtigt. Die funktionelle Charakterisierung der hTSHR-Kon-
strukte soll die Stimulation mit einen synthetischen Liganden beinhalten, der eine Bindungs-
stelle in der TMD adressiert [141]. Dadurch wird ein Vergleich der Aktivierung durch den en-
dogenen und einen synthetischen Liganden ermöglicht. 
Basierend auf den unterschiedlichen Hypothesen zur Rolle des extrazellulären N-Terminus 
im Rahmen der GPHR-Aktivierung (vgl. 1.2.5) soll ferner der Zusammenhang zwischen der 
Integrität des N-Terminus und der Rezeptoraktivierung, auch im Hinblick auf die individuellen 
Aminosäuresubstitutionen der p10-Region, untersucht werden. Dazu ist die Generation von 
Deletionskonstrukten des hLHR und hTSHR beabsichtigt, in denen der gesamte N-Terminus 
bis auf die p10-Region deletiert ist.  
Sämtliche erhaltene Daten sollten im Rahmen einer Kooperation mit Dr. Gunnar Kleinau 





werden. Das Ziel besteht in der Visualisierung der räumlichen Anordnung distinkter Rezeptor-
bereiche innerhalb der Gesamtstruktur der GPHR. Durch die Integration der Daten verschie-
dener Studien soll ein klareres Bild zur Rolle der p10-Region in der Modulation der Rezep-






2 Material und Methoden 
2.1 Materialien 
Alle Chemikalien und Standardsubstanzen wurden von Merck KGaA (Darmstadt), Carl Roth 
GmbH & Co. KG (Karlsruhe), F. Hoffmann-La Roche AG (Basel, Schweiz), Becton, Dickinson 
and Company (Franklin Lakes, New Jersey, USA), Avantor Inc. (Radnor, Pennsylvania, USA), 
New England Biolabs® Inc. (Ipswich, Massachusetts, USA), Panreac Química SLU 
(Barcelona) und Thermo Fischer Scientific (Waltham, Massachusetts, USA) bezogen. Enzyme 
wurden bei den Firmen Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, Massachusetts, USA) und 
New England Biolabs® Inc. (Ipswich, Massachusetts, USA) bestellt. Die Oligonukleotide wur-
den von Microsynth Seqlab (Göttingen) synthetisiert. Spezielle Verbrauchsmaterialen und Kit-
Systeme werden in den entsprechenden Kapiteln aufgeführt. Für Zellkulturarbeiten wurden 
GIBCO®-Medien und Supplementierungen der Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, Mas-
sachusetts, USA) verwendet. Für die heterologe Expression der humanen LH- und TSH-Re-
zeptoren wurde der Vektor pcDps verwendet. Ein Verzeichnis der verwendeten Rezeptormu-
tanten und die Primersequenzen sind im Materialienteil gezeigt beziehungsweise befinden 
sich im Anhang in den Tabellen 9 und 10.  
2.2 Zelllinien und Mikroorganismen 
HEK293-T: humane embryonale  
Nierenepithelzelllinie 
Leibniz-Institut DSMZ Deutsche Sammlung 
von Mikroorganismen und Zellkulturen 
GmbH, Braunschweig 
 
Escherichia coli DH5α F ́ [lacIq Tn10(TetR)] mcrA ∆(mrr-hsdRMS-
mcrBC) Φ80lacZ∆M15 ∆lacΧ74 recA1 a-
raD139 ∆(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) 
endA1 nupG 
 
2.3 Medien, Puffer und Lösungen 
2.3.1 Medien  
2.3.1.1 Medien zur Kultivierung von HEK293-T Zellen 
1× Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)  
10 % Fötales bovines Serum (FBS) 
100 U/ml Penicillin 






2.3.1.2 Medien zur Kultivierung von E. Coli DH5α 
Hanahan’s Broth (SOB-Medium)  Luria Bertani-Agar (LB-Agar)   
5 g/l Hefeextrakt  Luria Bertani-Medium 
20 g/l Trypton aus Casein  15 g/l Agar 
10 mM Natriumchlorid  optional: 75 mg/ml Ampicillin bzw. 
2,5 mM Kaliumchlorid  40 mg/ml Kanamycin 
0,04 M Magnesiumsulfat-Heptahydrat   
Millipore-Wasser    
pH-Einstellung auf 7,5 mit Natriumhydroxid   
  
Luria Bertani-Medium (LB-Medium)   Super Optimal Broth (SOC-Medium) 
10 g/l Trypton aus Casein  5 g/l Hefeextrakt 
5 g/l Hefeextrakt  20 g/l Trypton 
10 g/l Natriumchlorid  10 mM Natriumchlorid 
Millipore-Wasser  2,5 mM Kaliumchlorid 
pH-Einstellung auf 7,0  Hitzesterilisation 
Hitzesterilisation  10 mM Magnesiumchlorid-Hexahydrat 
optional: 75 mg/ml Ampicillin bzw.  20 mM Glucose  
40 mg/ml Kanamycin  Millipore-Wasser    
     
Terrific Broth (TB) 
10 mM HEPES 
15 mM Calciumchlorid-Dihydrat 
250 mM Kaliumchlorid 
Millipore-Wasser 
pH-Einstellung auf 6,7 mit Kaliumhydroxid 
Zugabe von 55 mM Manganchlorid- 
Tetrahydrat 
Sterilfiltration  
2.3.2 Medien und Puffer für den cAMP-Akkumulations- und den Luciferase-Reporter-
genassay 
Lysepuffer (LO-Puffer)  Lysepuffer mit 3-Isobutyl-1-methylxanthin 
5 mM HEPES  (LI-Puffer) 
Millipore-Wasser  LO-Puffer 
pH-Einstellung auf 7,6 mit Natriumhydroxid  1 mM 3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX) 
(1 M) 
0,3 % Tween-20  
0,1 % Bovines Serumalbumin (BSA) 
 
Stimulationspuffer  
20 mM HEPES  
1× Hanks’ Balanced Salt Solution 
Millipore-Wasser 






2.3.3 Puffer und Lösungen für die Expressionsanalysen 
Boratpuffer/Beschichtungspuffer Detektionslösung 
0,15 M Natriumtetraborat/Chlorwasserstoff 10 ml Substratpuffer 
pH-Einstellung auf 8,0 0,1 M o-Phenylendiamin (OPD) 
   20 µl 30% Wasserstoffperoxid 
 
Lysepuffer 10× Phosphate Buffered Saline (PBS) 
10 mM Tris/HCl 1,37 M Natriumchlorid 
0,15 M Natriumchlorid 26,8 mM Kaliumchlorid 
1 mM Dithiothreitol  0,1 M Dinatriumhydrogenphosphat- 
1 mM Ethylendiamintetraessigsäure  Heptahydrat 
1 % Natriumdesoxycholat  Millipore-Wasser 
1 % Phenylmethylsulfonylfluorid  pH-Einstellung auf 7,4 mit Chlorwasserstoff 
0,2 mM Nonylphenoxypolyethoxyethanol   
Millipore-Wasser 
 
Phosphate Buffered Saline with  Substratpuffer 
Tween®-20 (PBS-T)  0,1 M Citronensäuremonohydrat 
1× Phosphate Buffered Saline (PBS)  0,1 M Dinatriumhydrogenphosphat 
0,05 % Tween®-20  Dihydrat 
    Millipore-Wasser 
    pH-Einstellung auf 5,0 
2.3.4 Sonstige Lösungen 
5× Probenpuffer für die Gelelektrophorese  TAE-Puffer (50×) 
100 mM Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) 2 M Tris/Base  
0,5 mM Ficoll 400  1 M Natriumacetat  
4,6 mM Xylencyanol  0,1 M Ethylendiamintetraessigsäure 
3,7 mM Bromphenolblau  Millipore-Wasser 
Millipore-Wasser  pH-Einstellung auf 8,0 
2.4 Software 
Absorptionsmessung: EnVision Manager, 
Version 1.13.3009.1409 
PerkinElmer® Inc. (Waltham, Massachu-
setts, USA) 
Absorptionsmessung: Tecan XFLUOR4, 
Version 4.51 
Tecan Trading AG (Männedorf, Schweiz) 
Datenauswertung: GraphPadPrism 6.05 GraphPad Software (San Diego, Kalifornien, 
USA) 
DNA-Konzentrationsmessung: 
NanoDrop 1000 3.7.1 
Avantor Inc. (Radnor, Pennsylvania, USA) 
Sequenzanalyseprogramme: EditSeq™, 
MegAlign™, SeqBuilder™, SeqMan™ 
 







Phusion® High-Fidelity PCR Kit New England Biolabs® Inc. (Ipswich, Massa-
chusetts, USA) 
PureYield™ Plasmid Midiprep System Promega Corporation (Madison, Wisconsin, 
USA) 
Wizard® Plus SV Minipreps DNA  
Purification System 
Promega Corporation (Madison, Wisconsin, 
USA) 
Wizard® SV Gel Kit  Promega Corporation (Madison, Wisconsin, 
USA) 
2.6 Vektoren 
pcDps   Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, 
Massachusetts, USA) 
pcDps_hLHR wt, pcDps_M3-LHR wt, 
pcDps_hTSHR wt, pcDps_M3-hTSHR wt, 
pIRES_eGFP 
zur Verfügung gestellt von der Arbeitsgruppe 
um Prof. Dr. Schöneberg 
Zudem wurden einige bereits generierte Rezeptorkonstrukte mit spezifischen Mutationen 
von der Arbeitsgruppe Schöneberg zur Verfügung gestellt. 
Die Benennung der bereits vorhandenen sowie im Rahmen dieser Arbeit generierten Vek-
toren erfolgte nach dem folgenden Schema: Zuerst wird der Ursprungsvektor benannt. Nach 
dem Unterstrich folgen die Kleinbuchstabenabkürzung für die Spezies und die in Großbuch-
staben angegebene Abkürzung des Rezeptors. Der weitere Zusatz kennzeichnet den Wildtyp 
beziehungsweise die spezifisch generierte(n) Mutation(en). Der Wildtyp selbst ist mit der Ab-
kürzung „wt“ gekennzeichnet. Bei den Mutationen wird zuerst der Aminosäurerest im Einbuch-
stabencode benannt, der im Wildtyprezeptor vorkommt. Dem folgen die Position der mutierten 
Aminosäure in der Rezeptorsequenz und der Einbuchstabencode des durch Mutagenese ein-
gebrachten Aminosäurerestes. Die Rezeptoren, deren N-Terminus von Aminosäureposition 2 
bis 349 (hLHR) beziehungsweise 404 (hTSHR) durch den N-Terminus des muskarinischen 
Acetylcholin M3-Rezeptors ersetzt wird, tragen die Kennzeichnung „M3-“ zwischen den Anga-
ben des Vektors und des Rezeptors. Den M3-Konstrukten fehlt das 26 Aminosäurereste lange 
Signalpeptid. Alle Konstrukte sind mit den Sequenzen für ein Hämagglutinin- (HA-) Epitop  
(YPYDVPDYA) am Sequenzbeginn sowie ein FLAG-Epitop (DYKDDDDK) vor dem Stopp-Co-
don versehen. Die verwendeten Epitope dienen dem spezifischen Nachweis der Rezeptorkon-
strukte. 
Eine Übersicht sämtlicher im Rahmen dieser Arbeit generierten Rezeptorkonstrukte ist der 
Tabelle 10 im Anhang zu entnehmen. Im weiteren Text wird auf die Bezeichnung des Ur-






2.7.1 Allgemeine Kulturbedingungen von Bakterien und Zelllinien 
Die Kultivierung von E.coli DH5α erfolgte auf Agarnährböden in sterilen Petrischalen mit 
100 mm Durchmesser. Zur Erstellung von Flüssigkulturen wurden 13 ml-Röhren mit 3 ml LB-
Medium gefüllt und je eine Bakterienkolonie resuspendiert. Die Röhren wurden mit Belüftungs-
stopfen verschlossen und die Bakterienkulturen bei 37 °C unter Schütteln (200 rpm) über 
Nacht kultiviert.  
Die HEK293-T Zellen wurden in ihrem Kulturmedium (vgl. 2.3.1.1) bei 37 °C und 5 % CO2 
in Zellkulturflaschen mit einer Grundfläche von 25 beziehungsweise 75 cm² kultiviert. Zum 
Passagieren wurden die Zellen mit DPBS gewaschen, mit Trypsin/Ethylendiamintetraessig-
säure-Lösung versetzt, für fünf Minuten bei 37 °C inkubiert und im Anschluss in Kulturmedium 
aufgenommen. Sie wurden in den für die jeweiligen Analysemethoden benötigten Verdünnun-
gen ausgesät. Dabei wurden 20.000/45.000/600.000 Zellen in 100/200/3000 µl Medium je Ka-
vität einer 96/48/6 well-Platte kultiviert. Die verwendeten Kavitäten wurden zuvor für 20 Minu-
ten mit Poly-L-Lysin (10 µg/ml) beschichtet, um die Anhaftung der Zellen zu unterstützen. Vor 
dem Aussähen der Zellen wurden die beschichteten Kavitäten zweimal mit PBS gewaschen. 
2.7.2 Molekularbiologische Standardmethoden 
Die Durchführung von molekularbiologischen Standardmethoden erfolgte nach bekannten 
Protokollen und wird nicht näher erläutert.  
 
Restriktionsverdau und Ligation von DNA  
Die Restriktionsendonukleasen wurden von New England Biolabs® Inc. (Ipswich, Massa-
chusetts, USA) und Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, Massachusetts, USA), die T4-
DNA-Ligase von Thermo Fisher Scientific Inc. bezogen. Die Durchführung der Reaktionen er-
folgte nach den vom Hersteller empfohlenen Protokollen. Für die Generation der hLHR-Kon-
strukte wurden die Enzymkombinationen AatII und XbaI beziehungsweise PsiI und XbaI ver-
wendet. Die hTSHR-Konstrukte wurden mit den Enzymen MscI und SpeI beziehungsweise 
Bsu36I und XmaI verdaut. Die Generation der M3-hLHR-Konstrukte erfolgte mithilfe der En-
zyme AatII und XbaI beziehungsweise SpeI und XbaI, M3-hTSHR-Vektorkonstrukte wurden 
mit AatII und SpeI verdaut. Die Restriktionsansätze wurden in einem Agarosegel getrennt und 
die DNA der Vektor- beziehungsweise Insertbanden gereinigt. 
 
Agarosegelelektrophorese 





Gelextraktion von DNA 
Zur Extraktion der DNA aus einem Agarosegel wurde das Wizard® SV Gel Kit der Firma 
Promega Corporation (Madison, Wisconsin, USA) genutzt. 
 
Herstellung und Transformation kompetenter E. coli DH5α 
Die Herstellung und anschließende Transformation von E. coli DH5α erfolgte nach dem 
Protokoll von Lederberg und Cohen [143].  
 
Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli-Zellen 
Je nach dem Volumen der Kulturen wurde die Plasmid-DNA mithilfe des Wizard® Plus SV 
Minipreps DNA Purification System oder des PureYield™ Plasmid Midiprep System der Firma 
Promega Corporation (Madison, Wisconsin, USA) nach Herstellerangaben isoliert. Im An-
schluss erfolgte die Konzentrationsbestimmung der isolierten DNA.  
 
DNA-Konzentrationsbestimmung 
Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte mithilfe des Spektrophotometers Nano-
Drop® ND 1000 und der Software NanoDrop 1000 3.7.1 bei einem Wellenlängenverhältnis 
von 260 nm zu 280 nm. 
 
DNA-Sequenzierung 
Die Sequenzierung der Plasmid-DNA erfolgte durch die Firma Microsynth Seqlab (Göttin-
gen) nach der Kettenabbruchmethode von Sanger et al. [144]. 
 
Generierung von Expressionsplasmiden 
Zu Beginn dieser Arbeit lagen die Ausgangsplasmide pcDps_hLHR wt, pcDps_M3-hLHR 
wt, pcDps_hTSHR wt und pcDps_M3-hTSHR wt vor. Zudem waren verschiedene Vektorkon-
strukte vorhanden, die eine Mutation in der Rezeptorsequenz FNPCEDIMGY (Position F350 bis 
Y359 im hLHR beziehungsweise F405 bis Y414 im hTSHR, F1.23 bis Y1.32 nach der Nomenklatur 
von Ballesteros und Weinstein [68]) oder die Mutationen S277N (hLHR), S281N (hTSHR), D578H 
(hLHR) oder D633H (hTSHR) trugen. Die Benennung der Konstrukte ist in 2.6 erläutert.  
Die funktionelle Charakterisierung der p10-Sequenz FNPCEDIMGY erforderte das Gene-
rieren verschiedener Vektorkonstrukte mit Mutationen in dieser Region. Die Mutationen wur-
den mittels einer auf der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) basierenden, ortsgerichteten Mu-
tagenese erzeugt. Die PCR dient der Amplifikation spezifischer cDNA-Fragmente aus Vektor-
konstrukten. Sie erforderte die Verwendung spezifischer, teils überlappender Mutagenese-Pri-





eine overlap PCR vereinigt. Die Zusammensetzung der Ansätze ist der Tabelle 3 zu entneh-
men. 
Tabelle 3: Zusammensetzung einer Standard-PCR mit der Taq- beziehungsweise Phusion-
Polymerase. Der Einsatz der Reagenzien und Volumina richtet sich nach den Anforderungen der ver-
wendeten Polymerase. Abhängig von der zu amplifizierenden Zielsequenz wurden Modifikationen der 
Volumina einzelner Komponenten vorgenommen. 
Komponente Taq PCR Phusion PCR finale Konzentration 
10× Taq Puffer 5 µl  1× 
5× Phusion HF oder  
GC Puffer 
 10 µl 1× 
dNTPs (je 2,5 mM) 4 µl 1 µl 800/200 µM 
Forward Primer (10 mM) 1 µl 1 µl 0,2 µM 
Reverse Primer (10 mM) 1 µl 1 µl 0,2 µM 
DNA < 250 ng < 250 ng < 250 ng/50 µl 
DNA-Polymerase 1 U 1 U 1 U/50 µl 
Aqua dest. ad. 50 µl ad. 50 µl  
 
Die PCR erfolgte mittels eines spezifischen Programmes im PCR-Cycler. Ein für die Taq-
PCR verwendetes Standardprogramm ist in Tabelle 4 beispielhaft gezeigt. Das Standardpro-
gramm der Phusion-PCR ist dem Protokoll des Phusion® High-Fidelity PCR Kit der Firma 
Thermo Fisher SCIENTIFIC (Waltham, Massachusetts, USA) zu entnehmen.  
Tabelle 4: Standard-PCR-Programm mit einer Taq-Polymerase. Unterschiedliche Phasen der 
PCR werden mit einer spezifischen Temperatur, Dauer und Wiederholungszahl durchlaufen. Zur Maxi-
mierung der Ausbeute kann eine Modifizierung dieser Parameter erfolgen. 
Temperatur in °C Dauer Ziel Wiederholungen 








58 45 s Primerannealing 
72 2 min/1000 bp Elongation 
72 10 min finale Elongation 1 
4  Lagerung  
 
Im Anschluss an jede PCR erfolgte die Auftrennung der cDNA-Fragmente in einem Agaro-
segel und deren Aufreinigung. Die gereinigten Amplifikate der overlap PCRs wurden, ebenso 
wie die Zielvektoren, mit spezifischen Restriktionsenzymen verdaut. Die Fragmente wurden in 
die Vektoren kloniert. Die erstellten Expressionsplasmide wurden in kompetente E. coli DH5α 






2.7.3 Transiente Transfektion von HEK293-T Zellen 
Die funktionelle Charakterisierung generierter Vektorkonstrukte mithilfe verschiedener Ana-
lysemethoden erfordert die transiente Transfektion ausgesäter, zu etwa 70 % konfluenter 
HEK293-T Zellen mit der Plasmid-DNA. Dazu wurde das Lipofectamine® 2000 Reagent der 
Firma Thermo Fisher SCIENTIFIC (Waltham, Massachusetts, USA) nach Angaben des Her-
stellerprotokolls verwendet. Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz wurde parallel ein GFP-
exprimierendes Plasmid transfiziert. Dessen Expression wurde am Versuchstag mithilfe der 
Fluoreszenzmikroskopie analysiert. 
Die Zellen wurden nach der Transfektion für 48 Stunden bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. 
Es wurden nach vier bis 24 Stunden 100/200/2.000 µl Kulturmedium je Kavität einer 
96/48/6 well-Platte zugesetzt.  
2.7.4 Expressionsanalyse mittels Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
Die artifiziellen Rezeptorkonstrukte sind zur Ermittlung ihrer Gesamt- und Oberflächenex-
pression am Sequenzbeginn mit einem HA-Epitop und vor dem Stoppcodon mit einem FLAG-
Epitop versehen.  
2.7.4.1 Analyse der Gesamtexpression mittels Sandwich-ELISA 
Die im 6 well-Format kultivierten und transfizierten Zellen wurden einmal mit PBS (1×) ge-
waschen, mit 1 ml destilliertem Wasser versetzt und bei -20 °C eingefroren. Nach dem Auf-
tauen wurden die Zelllysate in 2 ml-Reaktionsgefäße überführt und für fünf Minuten bei 
13.000 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert. Die Zellpellets wurden in 150 µl Lysepuffer auf-
genommen und bei 4 °C über Nacht im Überkopfmischer invertiert. Parallel wurde eine Mikro-
wellplatte bei 4 °C über Nacht mit 10 µg/ml ANTI-FLAG® M2 Antikörper (monoklonal, 1 mg/ml) 
der Firma Merck KGaA (Darmstadt) in Beschichtungspuffer inkubiert. Nach dem Ausschlagen 
der Antikörperverdünnung und dem dreimaligen Waschen der beschichteten Kavitäten mit je 
200 µl PBS-T wurde die Platte trocken geklopft und unspezifische Antikörperbindungsstellen 
wurden mit 200 µl DMEM mit 10 % FBS je Kavität für eine Stunde bei 37 °C unter leichtem 
Schütteln blockiert. Es wurde dreimal mit PBS-T gewaschen und die Platte wurde trocken ge-
klopft. Die Zelllysate wurden mit je 300 µl PBS-T versetzt und für fünf Minuten bei 13.000 rpm 
und Raumtemperatur zentrifugiert. Je 100 µl des Überstandes der Zelllysate wurden als Tripli-
kat in die Kavitäten der Mikrowellplatte überführt. Die Platte wurde für zwei Stunden bei 37 °C 
unter leichtem Schütteln inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS-T erfolgte die Zugabe 
von 100 µl des in DMEM mit 10 % FBS auf eine Konzentration von 25 mU/ml verdünnten Anti-
Hämagglutinin (HA)-Peroxidase-Antikörpers (monoklonal, 25 U/ml, gelöst in Aqua dest.) der 





37 °C unter leichtem Schütteln wurden die Zellen viermal mit je 200 µl PBS-T gewaschen, die 
Platte wurde trocken geklopft und es wurden 150 µl Detektionslösung je Kavität zugegeben. 
Die Detektionsreaktion wurde mit 50 µl HCl (1 M) abgestoppt, sobald die Negativkontrolle eine 
leichte Gelbfärbung zeigte. Es folgten das Umpipettieren von 180 µl einer jeden Probe in eine 
96 well-F-Boden Platte und die Messung der optischen Dichte bei 492 nm zu 620 nm am Mik-
roplattenreader mithilfe der Software Tecan XFLUOR4, Version 4.51. 
2.7.4.2 Analyse der Oberflächenexpression mithilfe des Oberflächen-ELISA 
Die im 48 well-Format kultivierten Zellen wurden zweimal mit PBS (1×) gewaschen und für 
30 Minuten mit 250 µl 4 %-igem Formaldehyd (in PBS) bei Raumtemperatur fixiert. Nach zwei-
maligem Waschen mit je 250 µl PBS wurden unspezifische Antikörperbindungsstellen durch 
die einstündige Inkubation mit 250 µl DMEM mit 10 % FBS bei 37 °C blockiert. Nach der Zu-
gabe von 100 µl des in DMEM mit 10 % FKS auf eine Konzentration von 25 mU/ml verdünnten 
Anti-HA-Peroxidase-Antikörpers (monoklonal, 25 U/ml, gelöst in Aqua dest.) der Firma F. 
Hoffmann-La Roche (Basel, Schweiz) wurden die Zellen für eine Stunde bei 37 °C langsam 
geschüttelt. Es wurde dreimal mit PBS gewaschen. Die Detektion erfolgte wie für den ELISA 
zur Analyse der Gesamtexpression von Vektorkonstrukten (vgl. 2.7.4.1) beschrieben. 
2.7.5 cAMP-Akkumulationsassay 
Die basale und ligandenmodulierte Aktivierung der Wildtypen und der Mutanten der huma-
nen GPHR, die über Gs-Proteine ins Zellinnere vermittelt wird, ist im cAMP-Akkumulationsas-
say messbar. Die Rezeptoraktivierung führt zur Aktivierung von Adenylylzyklasen, woraus ein 
relativer Anstieg des intrazellulären cAMP-Spiegels resultiert. 
Die im 96 well-Format kultivierten und mit den funktionell zu charakterisierenden Rezeptor-
konstrukten transfizierten Zellen (vgl. 2.7.3) wurden vor der Stimulation für mindestens fünf 
Minuten bei Raumtemperatur in 50 µl Stimulationspuffer mit 1 mM 3-Isobutyl-1-methylxanthin 
(IBMX) inkubiert. Das Medium wurde ausgeschlagen und die Zellen wurden für eine Stunde 
mit 25 µl der Agonistverdünnung in Stimulationspuffer mit 1 mM IBMX bei 37 °C inkubiert. Die 
Stimulation erfolgte mit hCG (gelöst in Aqua dest.) der Firma Merck KGaA (Darmstadt), bTSH 
(bovines Thyreotropin, gelöst in Aqua dest.) der Firma Merck KgaA beziehungsweise E2 (ge-
löst in Aqua dest.), erhalten von Susanne Neumann (NIH, Bethesda, Maryland). Als Kontrolle 
für unspezifische zelluläre Reaktionen wurden transient mit einem Leervektor transfizierte Zel-
len (mock) identisch behandelt. Nach der Inkubation wurde die Stimulationslösung ausge-
schlagen, die Zellen wurden sofort auf Eis gestellt und es wurden 50 bis 100 µl eiskalter LI-
Puffer zugegeben. Die Zellen wurden für mindestens eine halbe Stunde bei -20 °C eingefroren. 





384 überführt. Das Pipettieren der cAMP-Standardkurve und die Inkubation mit Akzeptor- und 
Donorbeadlösung erfolgte nach Angaben des AlphaScreen® cAMP Assay Kit-Originalproto-
kolls der Perkin Elmer Inc. (Waltham, Massachusetts, USA). Im Anschluss wurden die Lichte-
missionen der Proben im Absorptionsspektrometer EnVision® mithilfe der Software EnVision 
Manager, Version 1.13.3009.1409 (Messprotokoll: AlphaScreen; Spiegel: AlphaScreen [444]; 
Emissionsfilter: AlphaScreen emission 570 [244]; vollständige Messzeit: 550 ms; Anregungs-
zeit: 180 ms) gemessen. 
2.7.6 Luciferase-Reportergenassay 
Abhängig vom verwendeten Reportergen sind die basalen und ligandenmodulierten Aktivi-
täten der humanen LH- und TSH-Rezeptorkonstrukte infolge der Signaltransduktion über Gs-, 
Gi- beziehungsweise Gq-Proteine im Luciferase-Reportergenassay messbar.  
Für die Messung der Aktivierung der Gs-Signaltransduktion wurden stabil das Reportergen 
CREB exprimierende HEK293-T Zellen transfiziert (vgl. 2.7.3). Die Stimulation erfolgte mit 
50 µl der Agonistverdünnungen in Stimulationspuffer ohne Zusätze. Es wurden finale Konzent-
rationen von 2,5 µM hCG, 0,1 U/ml bTSH beziehungsweise 10 µg/ml E2 eingesetzt. Die Zellen 
wurden für sechs Stunden bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Vor der Messung erfolgte die 
Inkubation der Zellen sowie aller verwendeten Kitkomponenten für etwa 30 Minuten bei Raum-
temperatur. Nach Angaben des Nano-Glo® Luciferase Assay System-Originalprotokolls der 
Firma Promega (Mannheim) wurde das Nano-Glo® Luciferase Assay Reagent hergestellt. Es 
wurden 50 µl zu den Zellen gegeben und die Zellen wurden zur Lyse für mindestens zwei 
Minuten auf dem Taumelschüttler inkubiert. 80 µl der Zelllysate wurden in eine  
LUMITRAC 200-Mikroplatte überführt. Die Emissionen der Proben wurden im Absorptions-
spektrometer EnVision® mithilfe der Software EnVision Manager, Version 1.13.3009.1409, 
gemessen (Messprotokoll: LUM [cps]; Spiegel: Luminescence [404]; Emissionsfilter: Lumine-






Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der detaillierten Klärung der strukturellen und 
funktionellen Eigenschaften der hoch konservierten Aminosäuresequenz FNPCEDIMGY (p10-
Region), die die Aktivierung der GPHR bedingen. Die geringe Affinität der von der p10-Region 
abgeleiteten Peptide lässt eine Adressierung der bestehenden Fragestellungen über biophy-
sikalische Untersuchungen oder Peptidbindungsexperimente nicht zu. Daher sollten relevante 
strukturelle und physikochemische Eigenschaften der einzelnen Aminosäuren und deren po-
tentielle Interaktionen mit Determinanten des N-Terminus und der Transmembrandomäne in 
ihrem natürlichen Kontext untersucht werden. Es erfolgte zunächst die Erstellung einer Mutan-
tenbibliothek im hLHR sowie deren funktionelle Charakterisierung. Ausgewählte Mutationen 
wurden anschließend analog in den hTSHR eingefügt. Dadurch wurde ein Vergleich der spe-
zifischen Eigenschaften beider GPHR ermöglicht. Insbesondere die Hypothese, dass ihre Ak-
tivierung über einen identischen Mechanismus erfolgt, ist dabei relevant. 
3.1 Herstellung der Rezeptormutanten und deren funktionelle Charakterisierung im 
humanen LHR 
Ein Alaninscan der p10-Region im humanen LHR führte zu einer Verringerung der Aktivier-
barkeit nach der Substitution der Positionen F1.23, C1.26, E1.27, D1.28, I1.29, M1.30 und 
Y1.32 (B-W, [68]). Die Alaninsubstitution der Positionen N1.24, P1.25 und G1.31 führte zu 
einer Erhöhung der Basalaktivität des Rezeptors [139]. Zum Erhalt detaillierterer Informationen 
wurde ein systematisches Mutagenesescreening der p10-Region des hLHR durchgeführt. Da-
bei wurde jede Aminosäureposition durch eine Reihe strukturell unterschiedlicher Aminosäu-
ren ersetzt. Es erfolgte eine Substitution der wildtypischen Aminosäuren durch Cystein, As-
partat, Histidin, Lysin, Asparagin, Prolin, Serin und Threonin. Eine Auflistung aller während 
dieser Arbeit synthetisierten Mutanten ist in Tabelle 10 im Anhang zu finden. 
Die funktionelle Untersuchung von Rezeptoren und deren Mutanten erfordert zunächst den 
Nachweis, dass die entsprechenden Konstrukte an der Zelloberfläche exprimiert werden. Dazu 
wurde die Expression aller Mutanten mittels eines Oberflächen-ELISA untersucht. Wie der Ta-
belle 5 zu entnehmen ist, bestehen erhebliche Unterschiede in der Expression der Mutanten. 
Um Defekte auf der Transkriptions- und Translationsebene auszuschließen, wurde die Ge-
samtexpression exemplarisch für die Rezeptorkonstrukte hLHR F350A, F350N, N351F, C353N, 
C353S, I356F, I356S, M357G und M357P mittels eines Sandwich-ELISA untersucht. Wie in Abbil-
dung 4 ersichtlich ist, besteht kein Unterschied der Gesamtexpression der Mutanten im Ver-








Abbildung 4: Die Gesamtexpression der generierten hLHR-Konstrukte ähnelt der des Wild-
typrezeptors. Die Charakterisierung erfolgte in transient mit den hLHR-Konstrukten transfizierten 
HEK293-T Zellen. Die Gesamtexpression wurde mithilfe eines Sandwich-ELISA ermittelt. Von der opti-
schen Dichte (OD) der mit einem hLHR-Konstrukt transfizierten Zellen wurde die OD der mit einem 
Leervektor (mock) transfizierten Zellen abgezogen. Die spezifische OD der artifiziellen Rezeptorkon-
strukte ist als relativer, prozentualer Anteil der spezifischen OD des zugehörigen Wildtypkonstruktes 
angegeben. Der Hintergrundwert (mock) lag bei 0,020 ± 0,005 (entspricht 0 %) und die OD der mit dem 
hLHR-Wildtyp transfizierten Zellen betrug 0,202 ± 0,032 (entspricht 100 %). Angegeben sind die Mittel-
werte ± SEM aus zwei unabhängigen Experimenten, jeweils durchgeführt als Triplikate. 
 
Neben der Expression wurden die Basalaktivität und die Aktivierbarkeit des Wildtyps sowie 
der hLHR-Mutanten durch hCG untersucht. Die Ergebnisse sind der Tabelle 5 zu entnehmen. 
Die Daten zeigen, dass insbesondere die Sequenz zwischen Pro352 und Ile356 eine geringe 
Toleranz gegenüber Aminosäuresubstitutionen aufweist. Während der überwiegende Teil der 
Mutanten der Positionen Pro352, Glu354 und Asp355 dennoch exprimiert wird, resultiert ein Ersatz 
des Cysteins an Position 353 (C353) sowie des Isoleucins an Position 356 (I356) in einem Verlust 






Tabelle 5: Funktionelle Charakterisierung der generierten hLHR-Konstrukte. Die funktionelle 
Charakterisierung erfolgte in transient mit 200 ng/well (48-well ELISA-Platte) und 100 ng/well (96-well 
Platte) der hLHR-Konstrukte transfizierten HEK293-T Zellen. Die Oberflächenexpression wurde mithilfe 
eines ELISA ermittelt. Die spezifische optische Dichte (OD der mit dem Rezeptorkonstrukt transfizierten 
Zellen abzüglich des Messwertes der mit dem Leervektor (mock) transfizierten Zellen) ist als relativer, 
prozentualer Anteil der spezifischen OD des Wildtypkonstruktes angegeben. Der Hintergrundwert 
(mock) lag bei 0,007 ± 0,001 (entspricht 0 %) und die OD der mit dem hLHR-Wildtyp transfizierten Zellen 
bei 0,248 ± 0,013 (entspricht 100 %). Angegeben sind die Mittelwerte ± SEM aus mindestens drei un-
abhängigen Experimenten, jeweils durchgeführt als Quadruplikate. Die basalen und hCG-induzierten 
cAMP-Spiegel wurden im cAMP-Akkumulationsassay bestimmt. Die spezifisch gemessenen cAMP-
Spiegel der mit den Rezeptorkonstrukten transfizierten Zellen sind als x-faches des cAMP-Spiegels der 
mit dem Leervektor transfizierten Zellen angegeben, die als Negativkontrolle fungierten. Der cAMP-Wert 
des Leervektors lag bei 1,27 ± 0,04 nM/well. Angegeben sind die Mittelwerte ± SEM aus mindestens 




[% des Wildtyps] 
cAMP-Akkumulation  
[x-faches von mock] 
  basal hCG (2.5 µM) 
mock 0 ± 0,73 1,00 ± 0,02 1,11 ± 0,04 
hLHR wt 100 ± 1,85 1,78 ± 0,13 131,27 ± 9,39 
hLHR S277N 95,86 ± 7,22 8,31 ± 1,17 144,56 ± 17,50 
hLHR F350A 12,70 ± 1,05 1,20 ± 0,05 1,35 ± 0,05 
hLHR F350C 12,45 ± 1,10 1,03 ± 0,05 2,11 ± 0,52 
hLHR F350D 9,87 ± 1,25 0,91 ± 0,07 1,74 ± 0,63 
hLHR F350H 10,34 ± 2,22 1,02 ± 0,10 1,52 ± 0,07 
hLHR F350K 10,84 ± 1,36 1,09 ± 0,09 0,97 ± 0,09 
hLHR F350L 147,70 ± 8,64 2,11 ± 0,09 65,10 ± 6,64 
hLHR F350N 12,14 ± 1,63 1,04 ± 0,07 3,68 ± 1,35 
hLHR F350P 12,36 ± 1,32 1,12 ± 0,09 1,15 ± 0,07 
hLHR F350S 10,69 ± 1,22 1,09 ± 0,06 1,12 ± 0,07 
hLHR F350Y 93,73 ± 5,30 1,72 ± 0,12 143,45 ± 15,20 
hLHR N351A 129,50 ± 5,42 3,20 ± 0,76 120,31 ± 18,43 
hLHR N351C 93,54 ± 4,98 1,44 ± 0,12 166,06 ± 26,88 
hLHR N351D 43,43 ± 2,14 1,92 ± 0,23 163,90 ± 30,52 
hLHR N351F 28,18 ± 2,31 5,11 ± 0,97 54,56 ± 9,53 
hLHR N351K 77,15 ± 4,82 1,73 ± 0,20 163,57 ± 29,97 
hLHR N351P 15,53 ± 1,86 1,10 ± 0,08 1,30 ± 0,11 
hLHR N351S 153,80 ± 7,97 3,40 ± 0,51 151,18 ± 14,21 
hLHR N351T 132,80 ± 8,02 2,31 ± 0,33 147,23 ± 28,45 
hLHR P352A 168,08 ± 10,03 1,79 ± 0,15 20,46 ± 3,44 
hLHR P352C 33,51 ± 2,03 1,31 ± 0,08 14,79 ± 6,05 
hLHR P352D 278,89 ± 15,70 2,33 ± 0,34 14,80 ± 5,79 
hLHR P352F 11,79 ± 0,61 1,33 ± 0,07 6,86 ± 2,34 
hLHR P352K 11,79 ± 0,61 1,43 ± 0,09 21,67 ± 7,14 
hLHR P352N 153,53 ± 10,21 2,35 ± 0,32 19,57 ± 6,84 
hLHR P352S 195,72 ± 7,66 2,19 ± 0,32 15,03 ± 5,29 
hLHR C353A 12,02 ± 1,65 1,28 ± 0,07 1,26 ± 0,08 
hLHR C353D 12,97 ± 1,62 1,00 ± 0,05 1,40 ± 0,14 
hLHR C353F 12,52 ± 1,24 1,28 ± 0,08 1,24 ± 0,10 
hLHR C353K 8,89 ± 1,42 1,21 ± 0,12 1,28 ± 0,11 
hLHR C353N 88,59 ± 5,81 1,13 ± 0,07 5,42 ± 1,15 
hLHR C353P 10,43 ± 1,01 1,01 ± 0,08 1,15 ± 0,12 
hLHR C353S 6,86 ± 0,60 1,81 ± 0,31 0,49 ± 0,10 
hLHR E354A 12,95 ± 2,99 1,01 ± 0,10 1,03 ± 0,14 
hLHR E354C 116,32 ± 10,19 1,13 ± 0,09 1,18 ± 0,11 
hLHR E354D 11,28 ± 1,49 1,52 ± 0,11 3,53 ± 0,24 
hLHR E354F 60,70 ± 2,35 1,15 ± 0,09 1,25 ± 0,11 
hLHR E354K 55,29 ± 3,48 1,09 ± 0,06 1,50 ± 0,12 
hLHR E354N 44,99 ± 2,63 0,83 ± 0,20 1,29 ± 0,25 
hLHR E354P 79,09 ± 6,16 1,06 ± 0,21 1,12 ± 0,21 
hLHR E354Q 98,21 ± 5,97 2,35 ± 0,33 9,40 ± 0,88 





hLHR D355A 55,91 ± 7,28 0,95 ± 0,15 21,39 ± 3,33 
hLHR D355C 64,13 ± 3,02 1,03 ± 0,19 7,59 ± 2,25 
hLHR D355E 171,92 ± 13,17 1,65 ± 0,15 4,42 ± 0,28 
hLHR D355F 54,86 ± 5,90 1,11 ± 0,24 11,72 ± 1,85 
hLHR D355K 8,31 ± 0,67 0,89 ± 0,15 3,87 ± 0,84 
hLHR D355N 78,92 ± 2,47 1,30 ± 0,22 103,63 ± 13,91 
hLHR D355P 12,29 ± 1,42 1,05 ± 0,20 1,06 ± 0,23 
hLHR D355S 78,98 ± 2,96 1,16 ± 0,17 25,84 ± 3,03 
hLHR I356A 13,70 ± 1,61 1,12 ± 0,19 1,93 ± 0,37 
hLHR I356C 17,37 ± 2,51 1,05 ± 0,21 2,61 ± 0,53 
hLHR I356D 13,21 ± 2,60 0,99 ± 0,20 1,04 ± 0,20 
hLHR I356F 52,52 ± 3,40 1,15 ± 0,21 1,81 ± 0,37 
hLHR I356K 12,57 ± 2,14 0,99 ± 0,19 0,88 ± 0,18 
hLHR I356N 12,76 ± 2,35 1,05 ± 0,19 1,01 ± 0,19 
hLHR I356P 11,65 ± 2,21 0,99 ± 0,18 0,97 ± 0,18 
hLHR I356S 14,11 ± 2,70 0,93 ± 0,16 1,00 ± 0,19 
hLHR M357A 14,20 ± 1,75 0,92 ± 0,16 0,95 ± 0,15 
hLHR M357C 81,04 ± 6,15 1,18 ± 0,22 185,33 ± 30,63 
hLHR M357D 19,73 ± 1,65 0,76 ± 0,16 1,38 ± 0,56 
hLHR M357F 73,73 ± 2,40 0,93 ± 0,12 9,70 ± 2,56 
hLHR M357G 26,46 ± 3,12 0,93 ± 0,04 1,78 ± 0,26 
hLHR M357K 14,19 ± 1,99 0,87 ± 0,15 1,09 ± 0,23 
hLHR M357L 126,28 ± 7,38 2,67 ± 0,55 61,20 ± 8,82 
hLHR M357N 17,28 ± 1,70 0,90 ± 0,16 1,40 ± 0,28 
hLHR M357P 17,13 ± 1,63 0,98 ± 0,06 3,23 ± 0,73 
hLHR M357S 49,99 ± 3,70 1,13 ± 0,14 109,35 ± 24,98 
hLHR G358A 198,30 ± 18,65 47,69 ± 10,07 207,36 ± 37,29 
hLHR G358C 32,51 ± 1,97 2,64 ± 0,62 98,36 ± 20,12 
hLHR G358D 180,88 ± 12,73 0,88 ± 0,15 5,67 ± 2,29 
hLHR G358F 63,01 ± 3,44 1,18 ± 0,17 42,72 ± 14,01 
hLHR G358K 1,57 ± 0,17 0,88 ± 0,17 1,29 ± 0,30 
hLHR G358L 59,17 ± 6,86 1,24 ± 0,05 45,48 ± 3,20 
hLHR G358N 178,44 ± 14,24 3,25 ± 0,83 174,13 ± 23,80 
hLHR G358P 212,92 ± 9,62 124,31 ± 20,30 235,14 ± 32,26 
hLHR G358S 126,51 ± 5,62 19,58 ± 6,26 188,26 ± 29,37 
hLHR G358V 109,40 ± 8,79 4,54 ± 0,79 179,76 ± 9,39 
hLHR Y359A 118,18 ± 12,35 1,02 ± 0,11 77,89 ± 16,93 
hLHR Y359C 37,89 ± 2,01 0,92 ± 0,13 93,57 ± 19,33 
hLHR Y359D 85,08 ± 1,60 0,95 ± 0,11 50,54 ± 18,05 
hLHR Y359G 95,76 ± 6,20 1,14 ± 0,03 86,09 ± 11,04 
hLHR Y359K 109,21 ± 5,51 1,50 ± 0,27 201,42 ± 44,29 
hLHR Y359N 126,21 ± 6,77 1,53 ± 0,27 93,32 ± 21,48 
hLHR Y359P 150,97 ± 12,65 0,94 ± 0,12 38,90 ± 14,57 
hLHR Y359S 80,47 ± 3,50 0,99 ± 0,11 40,41 ± 14,77 
hLHR D578H 512,83 ± 26,10 106,06 ± 17,18 171,50 ± 46,29 
          
hLHR S277N/E354K 10.15 ± 2.55 1.07 ± 0.03 2.22 ± 0.27 
hLHR S277N/G358P 30.17 ± 2.99 87.39 ± 14.00 99.43 ± 16.00 
hLHR N351F/G358P 16.14 ± 2.53 35.40 ± 6.84 43.10 ± 8.79 
hLHR N351S/G358P 189.71 ± 20.78 143.45 ± 7.60 175.68 ± 8.02 
hLHR P352A/G358P 47.46 ± 4.23 32.26 ± 5.07 51.77 ± 7.34 
hLHR E354K/G358P 71.98 ± 6.61 1.23 ± 0.07 11.44 ± 1.46 
hLHR E354K/D578H 485.70 ± 41.80 160.15 ± 21.81 174.59 ± 19.20 
hLHR G358P/D578H 115.35 ± 16.10 114.47 ± 14.28 121.67 ± 13.99 
 
Die meisten Cys353- und Ile356-Substitutionen zeigen eine reduzierte Oberflächenexpression 
von weniger als 20 % der des wildtypischen hLHR. Die Mutationen C353N und I356F bilden dabei 





Dennoch ist keines der Cys353- und Ile356-Rezeptorkonstrukte durch hCG aktivierbar (vgl. Ta-
belle 5).  
Eine deutliche Verringerung der Oberflächenexpression (< 15 % der Wildtypexpression) re-
sultiert ebenso aus den Substitutionen P352F/K, E354A/D und D355K/P. Eine Verringerung der 
Signaltransduktionen dieser Mutanten gestattet aufgrund der geringen Expressionen keine 
Rückschlüsse auf die Funktion der zugehörigen p10-Positionen während der Rezeptoraktivie-
rung. Die funktionelle Charakterisierung weiterer artifizieller Rezeptorkonstrukte mit Mutatio-
nen der Positionen Pro352, Glu354 und Asp355 liefert jedoch wichtige Informationen zu deren 
Relevanz. Die Mutanten P352A/D/N/S werden stärker exprimiert (> 150 % des Wildtyps, vgl. 
Tabelle 5), dennoch führt eine Stimulation mit hCG zu einer weniger als 20 %-igen Aktivität im 
Bezug auf den Wildtyp. Die Mutanten E354F/K/N/P/S zeigen eine Expression, die mindestens 
40 % der des Wildtyps entspricht, während E354C und E354Q annähernd wildtypisch exprimiert 
werden. Sämtliche der genannten E354-Mutanten sind nicht mit hCG stimulierbar (< 10 % der 
Wildtypaktivität). Die Mutanten D355A/C/F/N/S weisen eine mehr als 50 %-ige Expression im 
Vergleich zum Wildtyp auf, während D355E nahezu doppelt so hoch exprimiert wird. Die hCG-
Stimulation der Asp355-Mutanten führt, ebenso wie die der Pro352- und Glu354-Mutanten, zu ei-
ner sehr geringen Signaltransduktion (weniger als 20 % der Aktivierung im Vergleich zum 
hLHR-Wildtyp). Lediglich die Mutante D355N erreicht eine nahezu wildtypische hCG-induzierte 
Aktivität und ist somit die einzige tolerierte Aminosäuresubstitution an den genannten Positio-
nen. 
An den Positionen Phe350 und Met357 werden ebenso wenige Aminosäuresubstitutionen to-
leriert, wie aus der fehlenden Expression der meisten Konstrukte zu folgern ist. Dazu gehören 
F350L und F350Y, die stark exprimiert werden und eine hormoninduzierte Aktivität von 50 bezie-
hungsweise 110 % von der des Wildtyps zeigen. Die Seitenketten aller drei eingesetzen Ami-
nosäuren sind durch eine große Ausdehnung und Hydrophibizität gekennzeichnet. Diese Ei-
genschaften scheinen an Position 350 relevant für die Rezeptorfunktionalität zu sein. An Po-
sition 357 werden lediglich die Mutanten M357C/F/L/S deutlich exprimiert. M357F und M357L zei-
gen keine beziehungsweise eine weniger als 50 %-ige hCG-induzierte Aktivität im Vergleich 
zum Wildtyp. Hingegen führt die hCG-Stimulation der Cystein- und Serinmutanten zu 140 be-
ziehungsweise 85 % der wildtypischen hCG-induzierten Aktivität.  
Aminosäuresubstitutionen der Positionen Asn351, Gly358 und Tyr359 werden weitestgehend 
toleriert. Die Mutanten N351D/F/P besitzen eine reduzierte Oberflächenexpression von weniger 
als 45 % der des Wildtyps. Diese geht für N351F und -P mit einer Reduktion auf weniger als 
50 % beziehungsweise dem Verlust der wildtypischen hCG-induzierten Aktivität einher. Die 





sind ebenso wie der Wildtyp oder stärker aktivierbar. Die Mutanten G358A/D/F/L/N/P/S/V wer-
den im Vergleich zum Wildtyp zu mindestens 60 % exprimiert. Dennoch ist G358D nicht stimu-
lierbar und die hCG-induzierte Aktivität der Mutanten G358F und G358L ist auf weniger als 35 % 
der des Wildtyps reduziert. Die anderen Konstrukte zeigen eine deutliche Aktivität nach der 
hCG-Stimulation, die jene des Wildtyps deutlich übersteigt. Die Mutante G358K kann aufgrund 
der fehlenden Expression nicht aktiviert werden, während G358C trotz einer geringen Expres-
sion (32 % der des Wildtyps) etwa 75 % der wildtypischen Maximalaktivierung vorweist. An 
Position Tyr359 werden alle Substitutionen, bis auf den Austausch zu einem Cysteinrest, hin-
sichtlich der Expression toleriert. Die Mutanten Y359D/P/S lassen sich moderat aktivieren (zu 
weniger als 40 % der Wildtypaktivität), während sämtliche weitere Mutanten eine Aktivität von 
mindestens 55 % der des Wildtyps zeigen. Y359K weist eine hCG-induzierte Aktivität auf, die 
die des Wildtyps übersteigt (150 %). 
Eine große Anzahl der Mutanten an den Positionen Asn351 und Gly358 besitzt eine im Ver-
gleich zum Wildtyp gesteigerte Basalaktivität. Sie ist für die Rezeptorkonstrukte N351A/F/S/T 
sowie G358A/C/N/P/S/V nachgewiesen. Besonders die Mutanten G358A (etwa 50-fach über 
mock basal), G358P (etwa 125-fach über mock basal) und G358S (etwa 20-fach über mock ba-
sal) fallen auf. Ihre Basalwerte betragen das 10- bis etwa 70-fache von dem des hLHR-Wild-
typs. Der Ersatz der wildtypischen Aminosäuren an den Positionen 351 und besonders 358 
induziert somit eine starke Tendenz zur Einnahme des aktiven Rezeptorzustandes.  
3.2 Die Erkenntnisse aus der hLHR-Mutagenesestudie sind nicht vollständig auf den 
hTSHR übertragbar 
Der wildtypische hLHR besitzt eine geringe basale Aktivität, sodass selbst eine marginale 
Basalwerterhöhung oder eine geringfügige ligandeninduzierte Rezeptoraktivierung bei den ar-
tifiziellen Konstrukten detektiert wird. Basierend darauf wurde der hLHR für die beschriebenen 
Vorarbeiten sowie die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Analysen ausgewählt. Um In-
formationen über die Übertragbarkeit funktioneller Daten zwischen den verschiedenen GPHR 
zu erhalten, wurden die Mutationen ausgewählter, im hLHR charakterisierter Konstrukte nach-
folgend an den korrespondierenden Positionen des hTSHR eingebracht. Der Aufbau der arti-
fiziellen Rezeptorkonstrukte ist der Tabelle 10 im Anhang zu entnehmen. Der erhobene Da-
tensatz der Charakterisierung der 49 generierten hTSHR-Mutanten ist in Tabelle 6 gezeigt.  
Zur funktionellen Charakterisierung der Konstrukte wurden deren basale sowie die bTSH- 
und E2-induzierte Aktivität im cAMP-Akkumulationsassay (beschrieben in 2.7.5) bestimmt. Bei 
E2 handelt es sich um einen synthetischen, niedermolekularen Agonist. Seine Bindungsstelle 





sollen Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen den Aktivierungsmechanismen des en-
dogenen und des synthetischen Liganden herausgestellt werden. Es besteht insbesondere die 
Fragestellung, ob die p10-Region die E2-Aktivierung und damit zusammenhängend die Integ-
rität der TMD beeinflusst, wie in 3.5 näher beschrieben wird. Zur Verifizierung der Daten er-
folgte die Bestimmung der basalen und ligandeninduzierten Aktivität der generierten hTSHR-
Konstrukte zudem im Luciferase-Assay mit CREB-Reportergen (beschrieben in 2.7.6). Die Er-
gebnisse stimmen mit denen der cAMP-Akkumulationsassays überein (vgl. Tabellen 6 
und 11).  
Mit der Untersuchung des Einflusses spezifischer Aminosäuresubstitutionen innerhalb der 
p10-Region auf die Oberflächenexpression und Signaltransduktion ging auch im hTSHR eine 
Untersuchung der Gesamtexpression einher. Diese wurde exemplarisch für die Mutanten 
F405A, N406F, C408N, C408S, I411F, M412G, M412P bestimmt, wie Abbildung 5 zu entnehmen ist. 
 
 
Abbildung 5: Die Gesamtexpression der generierten hTSHR-Konstrukte ähnelt der des Wild-
typrezeptors. Die Charakterisierung erfolgte in transient mit den hTSHR-Konstrukten transfizierten 
HEK293-T Zellen. Die Gesamtexpression wurde in einem Sandwich-ELISA ermittelt. Von der optischen 
Dichte (OD) der mit einem hTSHR-Konstrukt transfizierten Zellen wurde die OD der mit einem Leervek-
tor (mock) transfizierten Zellen abgezogen. Die spezifische OD der artifiziellen Rezeptorkonstrukte ist 
als relativer, prozentualer Anteil der spezifischen OD des zugehörigen Wildtypkonstruktes angegeben. 
Der Hintergrundwert (mock) lag bei 0,020 ± 0,005 (entspricht 0 %) und die OD der mit dem hTSHR-
Wildtyp transfizierten Zellen betrug 0,322 ± 0,058 (entspricht 100 %). Angegeben sind die Mittel-






Ebenso wie die generierten hLHR-Konstrukte zeigen sämtliche analysierten Mutanten des 
hTSHR eine dem Wildtyp ähnliche Gesamtexpression. Daraus wird gefolgert, dass auch im 
hTSHR keine durch die Mutationen induzierte Beeinflussung der Transkription und Translation 
erfolgt. Der Austausch einzelner Aminosäurepositionen führt hingegen zu teils deutlichen Än-
derungen der Oberflächenexpression sowie basalen und hormoniduzierten Rezeptoraktivität, 
wie aus den Daten der Tabelle 6 hervorgeht. 
Tabelle 6: Funktionelle Charakterisierung der generierten hTSHR-Konstrukte. Die funktionelle 
Charakterisierung erfolgte in transient mit 200 ng/well (48-well ELISA-Platte) und 100 ng/well (96-well 
Platte) der hTSHR-Konstrukte transfizierten HEK293-T Zellen. Die Oberflächenexpression wurde mit-
hilfe eines ELISA ermittelt. Die spezifische OD (OD der mit dem Rezeptorkonstrukt transfizierten Zellen 
abzüglich des Messwertes der mit dem Leervektor (mock) transfizierten Zellen) ist als relativer, prozen-
tualer Anteil der spezifischen OD des Wildtypkonstruktes angegeben. Der Hintergrundwert (mock) lag 
bei 0,007 ± 0,001 (entspricht 0 %) und die OD der mit dem hTSHR-Wildtyp transfizierten Zellen bei 
0,679 ± 0,033 (entspricht 100 %). Angegeben sind die Mittelwerte ± SEM aus mindestens drei unab-
hängigen Experimenten, jeweils durchgeführt als Quadruplikate. Die basalen und TSH- beziehungs-
weise E2-induzierten cAMP-Spiegel wurden im cAMP-Akkumulationsassay bestimmt. Die spezifisch 
gemessenen cAMP-Spiegel der mit den Rezeptorkonstrukten transfizierten Zellen sind als x-faches des 
cAMP-Spiegels der mit dem Leervektor transfizierten Zellen angegeben, die als Negativkontrolle fun-
gierten. Der cAMP-Wert des Leervektors lag bei 0,79 ± 0,03 nM/well. Angegeben sind die Mittel-





[% des Wildtyps] 
cAMP-Akkumulation  
[x-faches des Leervektors] 
  basal bTSH (0,1 U/ml) E2 (10 µg/ml) 
mock 0 ± 0,73 0,98 ± 0,02 1,01 ± 0,04 1,48 ± 0,21 
hTSHR wt 100 ± 1,02 4,34 ± 0,59 623,73 ± 46,43 347,16 ± 34,80 
hTSHR S281N 49,25 ± 5,90 205,22 ± 24,60 443,52 ± 52,64 658,36 ± 95,11 
hTSHR F405A 1,12 ± 0,33 0,73 ± 0,05 1,73 ± 0,27 2,43 ± 0,46 
hTSHR F405H 16,02 ± 6,53 3,18 ± 0,46 96,46 ± 2,84 173,61 ± 32,13 
hTSHR F405L 114,71 ± 6,30 4,20 ± 0,54 700,28 ± 73,51 295,19 ± 22,28 
hTSHR F405Y 65,38 ± 6,03 11,81 ± 1,70 666,24 ± 91,05 763,77 ± 76,69 
hTSHR N406F 31,10 ± 3,93 32,37 ± 5,45 175,55 ± 27,58 710,12 ± 169,77 
hTSHR N406S 123,49 ± 10,51 106,83 ± 7,51 774,69 ± 76,06 790,27 ± 90,75 
hTSHR N406T 81,71 ± 2,50 4,38 ± 0,66 582,84 ± 146,96 412,65 ± 79,91 
hTSHR P407A 47,03 ± 4,92 33,74 ± 3,18 434,73 ± 47,41 768,89 ± 97,73 
hTSHR P407D 90,00 ± 2,24 12,53 ± 1,53 251,70 ± 38,40 640,91 ± 118,36 
hTSHR P407N 65,39 ± 2,38 6,48 ± 1,13 234,86 ± 46,32 489,81 ± 72,59 
hTSHR C408N 4,13 ± 0,27 0,72 ± 0,03 1,04 ± 0,08 1,71 ± 0,29 
hTSHR C408S 12,17 ± 0,84 1,11 ± 0,10 1,12 ± 0,31 25,89 ± 1,18 
hTSHR E409D 97,15 ± 7,00 1,21 ± 0,10 122,27 ± 26,77 120,66 ± 19,86 
hTSHR E409K 78,00 ± 7,01 1,50 ± 0,21 93,85 ± 7,37 460,12 ± 19,83 
hTSHR E409P 37,70 ± 0,83 1,20 ± 0,13 5,82 ± 0,99 84,95 ± 11,64 
hTSHR E409Q 86,58 ± 6,12 1,10 ± 0,08 86,05 ± 9,95 111,17 ± 19,59 
hTSHR E409S 104,43 ± 1,02 0,70 ± 0,07 108,28 ± 19,63 140,58 ± 23,75 
hTSHR D410E 74,22 ± 4,27 1,24 ± 0,11 174,60 ± 20,93 148,72 ± 20,31 
hTSHR D410F 44,40 ± 2,47 1,06 ± 0,07 61,23 ± 8,71 143,71 ± 25,38 
hTSHR D410N 98,11 ± 5,70 1,00 ± 0,21 293,37 ± 34,58 131,78 ± 12,58 
hTSHR D410S 106,62 ± 1,99 1,42 ± 0,10 576,83 ± 114,71 211,20 ± 21,40 
hTSHR I411F 19,23 ± 2,37 1,22 ± 0,07 8,10 ± 0,71 56,46 ± 4,03 
hTSHR M412C 27,09 ± 2,41 1,20 ± 0,09 201,43 ± 25,94 99,34 ± 10,48 
hTSHR M412F 111,66 ± 2,15 1,53 ± 0,13 454,50 ± 84,25 265,50 ± 49,49 
hTSHR M412G 8,38 ± 1,25 1,08 ± 0,06 1,75 ± 0,13 11,07 ± 1,13 
hTSHR M412L 149,08 ± 8,80 2,11 ± 0,39 566,08 ± 80,30 237,63 ± 30,16 
hTSHR M412P 11,68 ± 3,26 0,89 ± 0,08 1,07 ± 0,08 2,34 ± 0,14 
hTSHR M412S 8,25 ± 0,55 1,06 ± 0,04 22,94 ± 2,14 42,53 ± 4,02 





hTSHR G413D 132,42 ± 2,33 1,00 ± 0,09 190,78 ± 32,97 242,66 ± 38,52 
hTSHR G413L 21,18 ± 3,51 2,39 ± 0,23 155,31 ± 15,11 463,51 ± 58,79 
hTSHR G413N 110,27 ± 1,74 10,48 ± 1,23 676,88 ± 100,42 538,48 ± 126,35 
hTSHR G413P 109,69 ± 7,65 160,56 ± 20,14 645,38 ± 69,70 629,90 ± 80,31 
hTSHR G413V 37,85 ± 3,64 14,17 ± 2,25 508,13 ± 54,23 664,10 ± 112,97 
hTSHR Y414A 91,69 ± 6,15 1,40 ± 0,11 476,46 ± 80,15 187,55 ± 21,86 
hTSHR Y414G 28,60 ± 3,42 36,59 ± 10,31 337,46 ± 49,26 321,13 ± 63,18 
hTSHR Y414K 95,65 ± 4,71 2,30 ± 0,24 527,44 ± 106,35 265,69 ± 30,69 
hTSHR Y414S 122,28 ± 4,48 1,90 ± 0,19 371,69 ± 71,05 237,35 ± 30,37 
hTSHR D633H 192,76 ± 13,04 362,06 ± 30,34 416,62 ± 37,99 484,33 ± 64,93 
             
hTSHR 
S281N/E409K 
10.09 ± 2.52 1.03 ± 0.13 14.06 ± 1.13 62.37 ± 5.81 
hTSHR 
S281N/G413P 
57.05 ± 4.30 411.76 ± 45.43 354.99 ± 27.37 468.19 ± 30.44 
hTSHR 
N406F/G413P 
17.32 ± 3.98 28.56 ± 6.05 58.02 ± 11.07 174.39 ± 25.83 
hTSHR 
N406S/G413P 
129.57 ± 13.32 295.48 ± 32.48 582.83 ± 82.38 808.60 ± 151.89 
hTSHR 
P407A/G413P 
65.30 ± 6.79 178.86 ± 16.18 490.26 ± 55.20 822.75 ± 84.34 
hTSHR 
E409K/G413P 
71.12 ± 9.00 6.49 ± 0.72 218.53 ± 16.16 544.31 ± 69.67 
hTSHR 
E409K/D633H 
49.55 ± 6.20 95.47 ± 22.48 282.58 ± 32.29 298.81 ± 51.12 
hTSHR 
G413P/D633H 





























Die Aminosäureaustausche des Cysteins an Position 408 zum Asparagin oder Serin und 
des Isoleucins an Position 411 zum Phenylalanin (C408N/S und I411F) führen im hTSHR zu einer 
sehr geringen Expression der Rezeptorkonstrukte (< 20 % der Wildtypexpression). Daraus re-
sultierend ist kaum eine Aktivierung der Konstrukte durch bTSH möglich. Die korrespondie-
renden Mutanten im hLHR (C353N und I356F) werden zwar exprimiert, sind jedoch ebenso nicht 
aktivierbar. Die Daten verdeutlichen, dass eine Substitution der Aminosäuren Cystein und Iso-
leucin in beiden Rezeptoren zu einem vollständigen Funktionsverlust führt und sie folglich als 
essentiell für die Rezeptorfunktion einzuordnen sind. 
Aminosäuresubstitutionen an den Positionen Glu409 oder Asp410 führen zu einer erheblichen 
Beeinträchtigung der Rezeptorfunktion. Die Mutanten E409D/K/P/Q/S und D410E/F/N/S sind zu-
meist deutlich an der Zelloberfläche nachweisbar. Dennoch zeigen sämtliche Mutanten, bis 
auf D410S, eine deutlich verringerte bTSH-induzierte Aktivität im Vergleich zum Wildtyp. Dieser 
Effekt ist selbst bei nahezu wildtypisch exprimierten Mutanten, wie beispielsweise E409D und 
E409S, feststellbar. Auch die Asparaginmutante D410N, die im hLHR (D355N) etwa 80 % der 
hCG-induzierten Aktivität des Wildtps aufweist, zeigt im hTSHR eine deutliche Reduktion 
(< 50 % der hormoninduzierten Aktivität des Wildtyps).  
Die Rezeptorkonstrukte mit Mutationen des Prolins an Position 407 zu Alanin, Aspartat und 





geringer als dieser exprimiert. Alle drei Mutationen lösen jedoch eine Erhöhung der Basalakti-
vität im Vergleich zum Wildtyp aus. Während ein Ersatz der äquivalenten Position Pro352 im 
hLHR auch bei hoher Oberflächenexpression der Konstrukte in einem Funktionsverlust resul-
tiert (alle Mutanten zeigen weniger als 20 % der Wildtypaktivität), führen Aminosäuresubstitu-
tionen im hTSHR zu geringeren funktionalen Einschränkungen.  
An den Positionen des Phenylalanins und des Methionins der p10-Region im hLHR (Phe350 
und Met359) werden wenige Aminosäureaustausche toleriert. Dazu gehören die Mutationen 
des Phenylalanins zu Leucin und Tyrosin (F350L/Y) sowie die Mutationen des Methionins zu 
Cystein und Serin (M358C/S). Die Konsequenz der Phenylalaninmutationen ist im hTSHR iden-
tisch zum hLHR. Der Ersatz durch Leucin und Tyrosin, nicht aber Alanin und Histidin führt zur 
Expression vollständig funktionaler Rezeptorkonstrukte, die eine ähnliche Fähigkeit zur Sig-
naltransduktion wie der Wildtyp aufweisen. Darüber hinaus ist eine wildtypähnliche (F405L) be-
ziehungsweise gegenüber dem Wildtyp erhöhte (etwa 2,7-fache, F405Y) Basalaktivität nachge-
wiesen. Die Mutationen M412G und M412P führen, ebenso wie im hLHR, zu einer deutlichen 
Reduktion der Oberflächenexpression, die mit einer fehlenden Aktivierbarkeit dieser Kon-
strukte verbunden ist. Anders als die korrespondierenden hLHR-Mutanten weisen die hTSHR-
Rezeptorkonstrukte M412C und M412S eine im Vergleich zum Wildtyp deutlich beeinträchtigte 
Expression auf (27 und 8 % des Wildtyps). Diese geht mit einer beeinträchtigten bTSH-indu-
zierten Aktivität einher (weniger als 35 % der des Wildtyps), während die korrespondierenden 
hLHR-Konstrukte wildtypähnlich aktivierbar sind. Die Mutationen M412F und M412L werden to-
leriert. Sie zeigen eine starke Oberflächenexpression und erreichen über 70 beziehungsweise 
90 % der bTSH-induzierten Wildtypaktivität. Die korrespondierenden Phenylalanin- und Leu-
cinsubstitutionen im hLHR werden exprimiert, sind im Vergleich zum Wildtyp jedoch nicht be-
ziehungsweise zu weniger als 50 % aktivierbar. Aus den Datensätzen (vgl. Tabellen 5 und 6) 
ergeben sich somit deutliche Abweichungen hinsichtlich der Toleranz von Substitutionen des 
Prolin- sowie des Methioninrestes innerhalb der p10-Region des humanen LHR und TSHR.  
Für Substitutionen der Positionen 406, 413 und 414 können, wie bereits für den hLHR be-
schrieben, geringe Einschränkungen verzeichnet werden. Die Asparaginmutanten N406S/T zei-
gen wildtypähnliche Eigenschaften hinsichtlich der Expression und Aktivierung. Die Phenylala-
ninmutante (N406F) erreicht etwa 30 % der wildtypischen bTSH-induzierten Aktivität, die mit 
einer geringen Oberflächenexpression (30 % der des Wildtyps) einhergeht. Auffällig sind die 
hohen Basalaktivitäten der Mutanten N406F und N406S (> 30-fach beziehungsweise 100-fach 
über mock basal). Auch die Rezeptorkonstrukte G413N/P/V sowie Y414G zeigen gesteigerte ba-
sale Aktivitäten. Die generierten Glycinmutanten sind bis auf G413L und G413V annähernd wild-
typisch exprimiert. Sämtliche G413-Mutanten sind aktivierbar, wobei eine verringerte bTSH-in-





ist. Die Substitution des Tyrosins an Position 414 durch ein Glycin (Y414G) führt zu einer Ver-
ringerung der Oberflächenexpression (30 % der des Wildtyps), während die weiteren Mutanten 
Y414A/K/S ähnlich wie der Wildtyp exprimiert werden. Alle Tyrosinmutanten erreichen mindes-
tens 50 % der wildtypischen hormoninduzierten Aktivität. Eine deutliche Verringerung der Ak-
tivierbarkeit von Rezeptormutanten der Positionen 406, 413 und 414 korreliert zumeist mit ei-
ner verringerten Oberflächenexpression, dabei ist meist kein vollständiger Funktionsverlust 
feststellbar. Es werden nahezu sämtliche Substitutionen der Aminosäuren Asparagin, Glycin 
und Tyrosin im humanen LHR und TSHR toleriert. Die teils sehr hohen Basalaktivitäten der 
Mutanten deuten, wie bereits für den hLHR dargestellt, auf eine Funktion in der Stabilisierung 




Abbildung 6: Zielgerichtete Mutagenese der p10-Region des hLHR sowie hTSHR. Das sche-
matische Modell zeigt den allgemeinen Aufbau der GPHR. Der große extrazellulär gelegene N-Termi-
nus besteht unter anderem aus der zur Hormonbindung befähigten Leucin-rich-repeat-Domäne und der 
durch spezifische intramolekulare Wechselwirkungen strukturierten Hinge-Region, die die p10-Region 
(orange gekennzeichnet) beinhaltet. Letztere besteht aus den gezeigten zehn hochkonservierten Ami-
nosäureresten FNPCEDIMGY. Die Nummerierung ist als Einbuchstabencode mit der entsprechenden 
Aminosäureposition im humanen LHR und TSHR sowie in der allgemeineren Form nach dem Numme-
rierungssystem von Ballesteros und Weinstein (B-W) [68] angegeben. Die einzelnen Aminosäurepositi-
onen der p10-Region wurden zielgerichtet durch Aminosäuren mit veränderten strukturellen und phy-
sikochemischen Eigenschaften substituiert. Im Anschluss wurden die Rezeptorkonstrukte funktionell 
charakterisiert. Tolerierte Aminosäuesubstitutionen (mindestens 28 % der wildtypischen Oberflächen-
expression, mehr als 50 % der hormoninduzierten Aktivität des Wildtyprezeptors) sind über der Se-
quenz angegeben. Die Substitutionen, die in einer Erhöhung der Basalaktivität des Rezeptorkonstruktes 
resultieren, sind rot gekennzeichnet. Die zugrundeliegenden Daten sind den Tabellen 5 und 6 zu ent-
nehmen. 
 
Im hLHR sowie hTSHR werden Substitutionen der Aminosäuren zwischen den Positionen 
P1.25 und I1.29 am wenigsten toleriert, wie anhand der in den Tabellen 5 und 6 gezeigten 
Daten erkennbar ist. Eine grafische Zusammenfassung der Gemeinsamkeiten des hLHR und 
hTSHR ist in Abbildung 6 ersichtlich. Es sind funktionell tolerierte Aminosäuresubstitutionen 





der des Wildtypkonstruktes aufweisen. Mutationen, die eine Erhöhung der Basalaktivität des 
Rezeptors auslösen, sind rot gekennzeichnet.  
3.3 Mutationen innerhalb der p10-Region haben keinen Einfluss auf die Integrität der 
hTSHR-Transmembrandomäne  
Spezifische Eigenschaften distinkter Aminosäurepositionen der p10-Region sind essentiell 
für die Expression korrekt gefalteter und aktivierbarer Rezeptoren, wie im vorangegangenen 
Kapitel beschrieben wurde. Die Charakterisierung der generierten Rezeptorkonstrukte hin-
sichtlich dieser Eigenschaften gibt jedoch keinen Aufschluss darüber, ob die Aminosäuresub-
stitutionen innerhalb der p10-Region einen Einfluss auf die Intaktheit, Stabilität und Funktiona-
lität des N-Terminus, des Transmembrankernes oder beider Domänen ausüben beziehungs-
weise inwiefern die Rezeptoraktivierung von deren Integrität abhängt.  
Im hTSHR wurde die Fragestellung zu einer möglichen Beeinträchtigung der Integrität der 
TMD durch p10-Mutationen durch die Stimulation der artifiziellen Konstrukte mit dem synthe-
tischen, niedermolekularen Agonist E2 untersucht. Dieser bindet in einer Bindungstasche in-
nerhalb der TMD des hTSHR [141]. Die durch E2 induzierte Rezeptoraktivierung erfolgt somit 
unabhängig vom N-Terminus. Als Referenz einer transmembranär induzierten Aktivierung 
dient die Mutante hTSHR D633H. Diese sowie die korrespondierende hLHR-Mutante D578H 
wurden bereits in verschiedenen früheren Arbeiten charakterisiert [75,105,145]. Die Seiten-
kette des Aspartats in der sechsten Helix ist ein Wasserstoffbrückenakzeptor und eine wichtige 
Determinante in der Aufrechterhaltung des inaktiven Rezeptorzustandes. Dieser kann durch 
den Ersatz des Aspartats durch eine aromatische Aminosäure destabilisiert werden, woraus 
eine erhöhte Basalaktivitärt resultiert [146]. 
E2 induziert eine deutliche Aktivität des wildtypischen hTSHR (etwa 350-fach über mock 
basal, vgl. Tabelle 6). Sie ähnelt dem durch das Einbringen der konstitutiv aktivierenden Mu-
tation D633H in der sechsten Transmembranhelix ausgelösten Effekt. Dabei ist die nahezu ver-
doppelte Expression der Mutante D633H im Vergleich zum hTSHR Wildtyp zu beachten. Durch 
die Stimulation des Konstruktes mit bTSH und E2 kann dessen basale Aktivität um 15 bezie-
hungsweise 34 % gesteigert werden. 
Wie der Tabelle 6 zu entnehmen ist, sind die meisten der an der Zelloberfläche nachgewie-
senen Rezeptorkonstrukte (Expression von mindestens 50 % der wildtypischen hTSHR-Ex-
pression) mit E2 aktivierbar. Dabei zeigen auch geringer als der Wildtyp exprimierte Kon-
strukte, wie beispielsweise P407A, G413L und Y414G, eine deutliche, zum Teil über der des Wild-
typ hinausgehende Aktivierung. Dagegen ist die E2-induzierte Aktivität einiger wildtypähnlich 





tion der Oberflächenexpression der Konstrukte und ihrer E2-Stimulation ist somit nicht mög-
lich. Ebenso kann die E2- nicht mit der bTSH-induzierten Signaltransduktion der Mutanten in 
Verbindung gebracht werden. Die oben bereits als Beispiel genannte Mutante P407A weist eine 
hohe E2-induzierte Aktivität auf, während nicht nur die Oberflächenexpression, sondern auch 
die bTSH-Aktivierung gegenüber dem Wildtyp verringert sind (50 % beziehungsweise etwa 
70 % der des Wildtyps).  
Ein Vergleich der in Tabelle 6 gelisteten E2-Aktivierungsdaten wildtypähnlich exprimierter 
Rezeptorkonstrukte veranschaulicht eine Korrelation der E2-induzierten mit der basalen Akti-
vität. Mutanten mit einer annähernd wildtypischen Basalaktivität, wie beispielsweise N406T oder 
G413A, sind ähnlich wie der Wildtyp mit E2 stimulierbar. Eine durch eine Mutation induzierte 
Reduktion beziehungsweise der Verlust der Basalaktivität führt zu einer reduzierten E2-Stimu-
lierbarkeit, wie beispielsweise für E409D und D410N gezeigt ist. Dies trifft auch auf weitere Mu-
tationen der Positionen Glu409 und Asp410 (E409Q/S sowie D410E/S, weniger als 60 % der E2-
induzierten Aktivität im Vergleich zum Wildtyp) zu. Eine starke Basalaktivität resultiert hinge-
gen in einer deutlichen Erhöhung der E2-Aktivierung, wie unter anderem für die Rezeptorkon-
strukte N406S und G413P (mehr als das 24-fache der wildtypischen Basalaktivität und mehr als 
180 % der wildtypischen E2-Stimulation) ersichtlich ist. Eine Ausnahme bildet die Mutante 
E409K, bei welcher trotz fehlender Basalaktivität eine gesteigerte E2-Aktivierung über die des 
Wildtyps hinaus nachgewiesen ist.  
Die Korrelation der basalen mit der E2-induzierten Aktivität ist auch für das Rezeptorkon-
strukt mit der im N-Terminus, aber außerhalb der p10-Region befindlichen Mutation S281N 
nachgewiesen. Diese natürlich vorkommende Mutation bewirkt einen Anstieg der Basalaktivi-
tät im hTSHR (mehr als das 47-fache der des Wildtyps). Trotz der im Vergleich zum Wildtyp 
um etwa 50 % verringerten Expression wird eine deutlich gesteigerte E2-induzierte Signal-
transduktion erreicht.  
Ein vollständiger Verlust beziehungsweise die gravierende Reduktion der E2-Aktivierung 
resultiert lediglich aus einer fehlenden beziehungsweise stark verringerten Expression einzel-
ner Rezeptorkonstrukte. Die Daten belegen somit die Unabhängigkeit der Intaktheit, Stabilität 
und Funktion der TMD sämtlicher Rezeptorkonstrukte von der Substitution verschiedener Ami-
nosäurepositionen des N-Terminus. Ermittelte Unterschiede in der E2-induzierten Aktivität der 
Mutanten sind auf einen additiven Effekt dieser mit der Basalaktivität zurückzuführen. 
Unterstützt werden diese Ergebnisse durch die an ausgewählten Konstrukten bestimmten 
EC50-Werte der bTSH- und E2-Stimulation. Der EC50-Wert ist die Ligandenkonzentration, mit 
der die halbmaximale Rezeptoraktivierung induziert wird. Eine Verschiebung des EC50-Wertes 
spezifischer Rezeptorkonstrukte gegenüber dem Wildtyp zeigt eine Beeinflussung der Aktivie-





Neigung exprimierter Rezeptoren ableiten, die aktive Konformation einzunehmen. Es erfolgte 
exemplarisch die Stimulation des Wildtyps und der Mutanten D410N sowie E409K mit unter-
schiedlichen bTSH- beziehungsweise E2-Konzentrationen. Die gemessenen Konzentrations-
Wirkungs-Beziehungen sind in der Abbildung 7 gezeigt. Die Auswahl der Mutanten erfolgte 
aufgrund ihrer nachgewiesenen pathophysiologischen Relevanz [67,78]. 
A B 
  
Abbildung 7: Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen von bTSH und E2 an ausgewählten Re-
zeptorkonstrukten. Die Charakterisierung erfolgte in transient mit 100 ng/well (96-well Platte) der 
hTSHR-Konstrukte transfizierten HEK293-T Zellen. Die basalen und durch verschiedene bTSH- (0 bis 
0,1 U/ml; A) und E2-Konzentrationen (0 bis 10 µg/ml; B) induzierten cAMP-Spiegel wurden im cAMP-
Akkumulationsassay bestimmt. Der cAMP-Spiegel der mit dem Leervektor transfizierten Zellen, die als 
Negativkontrolle fungierten, lag bei 0,96 ± 0,13 nM/well. Die spezifischen cAMP-Spiegel der Rezeptor-
konstrukte wurden in mindestens drei unabhängigen Messungen jeweils als Triplikate bestimmt und 
sind als nM/well angegeben. Die Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen sind als nichtlineare Regres-
sionen gezeigt. 
 
Der Abbildung 7A ist, ebenso wie Tabelle 6, zu entnehmen, dass die Mutationen D410N und 
E409K gegenüber dem Wildtyp zu einer Verringerung der TSH-induzierten maximalen Rezep-
toraktivität führen, die für E409K am deutlichsten ausgeprägt ist. Wie der Abbildung ebenso zu 
entnehmen ist, verursachen die Substitutionen ebenso Veränderung des EC50-Wertes 
(hTSHR wt: 1,91 × 10-7 M, E409K: 6,58 × 10-7 M; D410N: 3,77 × 10-7 M). Die mittlere effektive 
Konzentration von E2 ist zwischen den einzelnen Konstrukten unverändert, wie in Abbil-
dung 7B ersichtlich ist (hTSHR wt: 5,89 × 10-5 M; E409K: 5,51 × 10-5 M, D410N: 6,17 × 10-5 M). 
Weiterhin zeigen die Abbildung 7B sowie Tabelle 6, dass die maximal durch E2 induzierten 







3.4 Die Integrität des Rezeptor-N-Terminus ist grundlegend relevant für die Ein-
nahme einer aktivierbaren Konformation der GPHR  
Ein Zusammenhang von Aminosäuresubstitutionen der p10-Region mit der Intaktheit, Sta-
bilität und Funktionalität des N-Terminus und des Transmembrankernes hinsichtlich der Re-
zeptoraktivierung ist aus den bisher gezeigten Daten nicht hinreichend abzuleiten. In 3.3 ist 
erläutert, dass Aminosäuresubstitutionen innerhalb der p10-Region die Funktionalität der TMD 
nicht beeinflussen.  
Verschiedene Hypothesen zum Aktivierungsmechanismus der GPHR gehen von einer in-
hibitorischen Interaktion des ligandenfreien N-Terminus des TSHR mit der TMD aus, die die 
Aufrechterhaltung der inaktiven Konformation gewährleistet. Auch eine Funktion des N-Termi-
nus als inverser Agonist wird als möglich erachtet. Daraus resultierend führt seine Deletion, 
unabhängig von der Bindung eines Liganden, zur Rezeptoraktivierung [125-128,135,147]. Im 
humanen LH-Rezeptor ist dies nicht erwiesen [132].  
Die in 3.3 gezeigten Daten deuten auf eine Modulation der Eigenschaften der extrazellulä-
ren Domäne durch Mutationen der p10-Region hin. Ein genaueres Verständnis der Einbettung 
der p10-Region in die Gesamtstruktur des Rezeptors und ihrer Wechselwirkungen mit N-ter-
minalen Determinanten kann wertvolle weitere Informationen zur strukturellen Organisation 
der GPHR geben. Insbesondere Kenntnisse über den Einfluss von p10-Mutationen können 
dabei von Bedeutung sein. Experimentell wurde die Fragestellung durch die Generation artifi-
zieller Deletionsmutanten adressiert, denen der native extrazelluläre N-Terminus fehlt (Dele-
tion bis zur p10-Region). Zur Sicherung der Oberflächenexpression wurden die Deletionskon-
strukte durch den N-Terminus des murinen muskarinischen Acetylcholinrezeptors M3 ergänzt. 
Eine Übersicht über die generierten Konstrukte sowie ihr genauer Aufbau sind der Tabelle 10 
zu entnehmen. Die Substitution des nativen GPHR-N-Terminus durch den des M3 Rezeptors 
führt zu einer Steigerung der Oberflächenexpression im hLHR sowie hTSHR, wie in Abbil-
dung 8 veranschaulicht ist. Die Höhe der Expression der M3-hTSHR-Konstrukte führte bei An-
wendung der üblichen Methodik zur Bestimmung der Oberflächenexpression innerhalb kür-
zester Entwicklungszeit zu einem Erreichen der Nachweisgrenze (Sättigung), sodass keine 
Unterschiede der Expressionen verschiedener Mutanten erkennbar waren. Die transfizierte 
cDNA-Menge dieser Konstrukte wurde daher auf ein Zwanzigstel der ursprünglich verwende-
ten Menge (10 statt 200 ng/well in einer 48 well-Platte, entspricht „M3-hTSHR wt 1:20“) redu-
ziert. Um dennoch identische Transfektionsbedingungen zu gewährleisten, wurde die Gesamt-






Abbildung 8: Die Oberflächenexpression des M3-hLHR- und M3-hTSHR-Wildtyps sind höher 
als die der Wildtyprezeptoren mit nativem N-Terminus. Die Charakterisierung erfolgte in transient 
mit 200 beziehungsweise 10 (M3-hTSHR wt) ng/well (48-well ELISA-Platte) transfizierten HEK293-T 
Zellen. Die Oberflächenexpression wurde in einem ELISA ermittelt. Von der optischen Dichte (OD) der 
mit den hLHR- beziehungsweise hTSHR-Konstrukten transfizierten Zellen wurde die OD der mit einem 
Leervektor (mock) transfizierten Zellen abgezogen. Die spezifische OD der artifiziellen Rezeptorkon-
strukte ist als relativer, prozentualer Anteil der spezifischen OD des zugehörigen Wildtypkonstruktes 
angegeben. Der Hintergrundwert (mock) lag bei 0,007 ± 0,001 (entspricht 0 %) und die OD der mit dem 
hLHR- und hTSHR-Wildtyp transfizierten Zellen betrugen 0,248 ± 0,013 beziehungsweise 0,679 ± 0,033 
(entspricht jeweils 100 %). Angegeben sind die Mittelwerte ± SEM aus zwei unabhängigen Experimen-
ten, jeweils durchgeführt als Quadruplikate. 
 
Die Deletion des nativen N-Terminus induziert im hLHR trotz einer deutlich gesteigerten 
Expression keine Basalaktivität (vgl. Tabelle 7). Die konstitutiv aktiven Mutanten, wie beispiels-
weise N351F/S (5,11-/3,4-fach über mock basal) und G358P/V (124,31-/ 4,54-fach über mock 
basal), zeigen nach der Entfernung des N-Terminus einen Verlust der basalen Aktivität (vgl. 
Tabellen 5 und 7). Die Deletion des N-Terminus der Mutanten F350H, C353S, P352A, E354K, 
M357G, M357P und G358L führt ebenso zu einer stärkeren Expression bei fehlender Basalaktivi-
tät.  
Die Substitution des nativen hTSHR-N-Terminus durch den des M3-Rezeptors führt im wild-
typischen Konstrukt zu einer Steigerung der Basalaktivität, wie der Tabelle 8 zu entnehmen 
ist. Es ist zu beachten, dass die M3-hTSHR-Konstrukte sehr stark an der Zelloberfläche expri-
miert sind, was die bereits beschriebene Verdünnung der cDNA während der Transfektion 
erforderlich machte (vgl. Abbildung 8). Es liegt somit eine deutlich höhere Oberflächenpräsenz 
der M3-hTSHR-Konstrukte im Vergleich zu den hTSHR-Konstrukten mit der nativen N-termi-






Tabelle 7: Funktionelle Charakterisierung der generierten M3-hLHR-Konstrukte. Die funktio-
nelle Charakterisierung erfolgte in transient mit 200 ng/well (48-well ELISA-Platte) und 100 ng/well (96-
well Platte) der hLHR-Konstrukte mit dem N-Terminus des muskarinischen Acetylcholinrezeptors M3 
transfizierten HEK293-T Zellen. Die Oberflächenexpression wurde mithilfe eines ELISA ermittelt. Die 
spezifische OD (OD der mit dem artifizellen Rezeptorkonstrukt transfizierten Zellen abzüglich des Mess-
wertes der mit dem Leervektor (mock) transfizierten Zellen) ist als relativer, prozentualer Anteil der spe-
zifischen OD des Wildtypkonstruktes angegeben. Der Hintergrundwert (mock) lag bei 0,007 ± 0,001 
(entspricht 0 %) und der OD-Wert der mit dem M3-hLHR-Wildtyp transfizierten Zellen bei 0,203 ± 0,021 
(entspricht 100 %). Angegeben sind die Mittelwerte ± SEM aus mindestens drei unabhängigen Experi-
menten, jeweils durchgeführt als Triplikate. Die cAMP-Spiegel wurden im cAMP-Akkumulationsassay 
bestimmt. Die spezifisch gemessenen basalen cAMP-Spiegel der mit den Rezeptorkonstrukten trans-
fizierten Zellen sind als x-faches des cAMP-Spiegels der mit dem Leervektor transfizierten Zellen ange-
geben, die als Negativkontrolle fungierten. Der cAMP-Wert des Leervektors (mock) lag bei 1,27 ± 
0,04 nM/well. Angegeben sind die Mittelwerte ± SEM aus mindestens drei unabhängigen Experimenten, 
jeweils durchgeführt als Triplikate. 
Rezeptorkonstrukt 
Oberflächenexpression 
[% des Wildtyps] 
cAMP-Akkumulation  
[x-faches des Leervektors] 
  basal 
mock 0 ± 0,73 1,00 ± 0,02 
M3-hLHR wt 100 ± 3,07 1,20 ± 0,05 
M3-hLHR F350H 110,45 ± 7,53 1,19 ± 0,08 
M3-hLHR F350Y 143,24 ± 11,94 1,05 ± 0,06 
M3-hLHR N351F 118,65 ± 9,82 1,12 ± 0,07 
M3-hLHR N351S 40,37 ± 4,54 1,20 ± 0,06 
M3-hLHR P352A 66,54 ± 5,20 1,32 ± 0,08 
M3-hLHR C353S 152,47 ± 7,56 1,32 ± 0,07 
M3-hLHR E354K 168,64 ± 26,23 1,22 ± 0,06 
M3-hLHR M357G 163,22 ± 10,41 1,27 ± 0,06 
M3-hLHR M357P 47,63 ± 7,52 1,09 ± 0,06 
M3-hLHR G358L 129,34 ± 6,70 1,25 ± 0,05 
M3-hLHR G358P 90,60 ± 12,66 1,23 ± 0,07 
M3-hLHR G358V 83,76 ± 9,40 1,20 ± 0,06 
M3-hLHR Y359G 140,50 ± 11,45 1,28 ± 0,08 
M3-hLHR D578H 767,68 ± 67,95 15,75 ± 4,87 
 
Die meisten generierten M3-Mutanten, bis auf N406F und C408S, weisen eine ähnliche oder 
höhere Basalaktivität als der M3-hTSHR-Wildtyp auf. Dabei unterscheidet sich das Verhältnis 
der Basalaktivitäten einzelner M3-hTSHR-Konstrukte zum zugehörigen Wildtyp von dem der 
korrespondierenden Konstrukte mit nativem N-Terminus. Trotz der gesteigerten Oberflächen-
expression ist eine Senkung des Verhältnisses der relativen Basalaktivitäten für die M3-Mu-
tanten F405Y, N406F, N406S, P407A, G413P, G413V, Y414G und D633H feststellbar. Besonders dras-
tisch ist das Ausmaß bei den M3-hTSHR-Konstrukten G413P und D633H. 
Einige der konstitutiv aktivierenden hTSHR-Mutationen wurden im Vorfeld dieser Arbeit be-
reits im Rahmen der genetischen Untersuchung phänotypisch diagnostizierter Pathologien 
identifiziert. Die aktivierende Mutation des Asparagins zu Serin an Position 406 im hTSHR 
(N406S) steht beispielsweise im Zusammenhang mit einem Fall familiärer, nicht-autoimmuner 
Hyperthyreose [83]. Die Charakterisierung des Konstruktes mit nativem N-Terminus zeigt eine 
gegenüber dem Wildtyp erhöhte Expression (> 120 % des Wildtyps) und eine starke Basalak-





der Substitution mit dem M3-N-Terminus ist, bei wildtypähnlicher Expression, eine 2,34-fache 
basale Aktivität von der des M3-hTSHR Wildtyps nachweisbar.  
Tabelle 8: Funktionelle Charakterisierung der generierten M3-hTSHR-Konstrukte. Die funktio-
nelle Charakterisierung erfolgte in transient mit 200 ng/well (48-well ELISA-Platte) und 100 ng/well (96-
well Platte) der hTSHR-Konstrukte mit dem N-Terminus des muskarinischen Acetylcholinrezeptors M3 
transfizierten HEK293-T Zellen. Die Oberflächenexpression wurde mithilfe eines ELISA ermittelt. Die 
spezifische OD (OD der mit dem artifizellen Rezeptorkonstrukt transfizierten Zellen abzüglich des Mess-
wertes der mit dem Leervektor (mock) transfizierten Zellen) ist als relativer, prozentualer Anteil der spe-
zifischen OD des Wildtypkonstruktes angegeben. Der Hintergrundwert (mock) lag bei 0,015 ± 0.003 
(entspricht 0 %) und der OD-Wert der mit dem hTSHR-Wildtyp transfizierten Zellen bei 0,602 ± 0,040 
(entspricht 100 %). Angegeben sind die Mittelwerte ± SEM aus mindestens drei unabhängigen Experi-
menten, jeweils durchgeführt als Quadruplikate. Die basalen und TSH- beziehungsweise E2-induzierten 
cAMP-Spiegel wurden im cAMP-Akkumulationsassay bestimmt. Die spezifisch gemessenen cAMP-
Spiegel der mit den Rezeptorkonstrukten transfizierten Zellen sind als x-faches des cAMP-Spiegels der 
mit dem Leervektor transfizierten Zellen angegeben, die als Negativkontrolle fungierten. Dabei lag der 
cAMP-Wert des transfizierten Leervektors (mock) bei 0,79 ± 0,03 nM. Angegeben sind die Mittelwerte ± 




[% des Wildtyps] 
cAMP-Akkumulation  
[x-faches des Leervektors] 
  basal E2 (10 µg/ml) 
mock 0 ± 0,73 0,98 ± 0,02 1,48 ± 0,21 
hTSHR wt 3,44 ± 0,28 4,34 ± 0,59 347,16 ± 34,80 
M3-hTSHR wt 100 ± 1,40 20,11 ± 2,23 371,95 ± 28,19 
M3-hTSHR F405H 84,78 ± 6,44 47,03 ± 4,85 802,52 ± 106,14 
M3-hTSHR F405Y 91,22 ± 7,65 45,96 ± 4,95 647,86 ± 77,65 
M3-hTSHR N406F 64,31 ± 5,15 4,50 ± 1,22 142,17 ± 34,43 
M3-hTSHR N406S 75,67 ± 5,64 47,16 ± 4,04 857,12 ± 107,11 
M3-hTSHR P407A 93,32 ± 5,57 49,10 ± 5,86 1038,52 ± 109,63 
M3-hTSHR C408S 148,82 ± 6,45 15,71 ± 2,14 270,10 ± 27,31 
M3-hTSHR E409K 51,14 ± 5,03 35,85 ± 3,49 735,78 ± 99,85 
M3-hTSHR M412G 74,92 ± 5,69 32,64 ± 3,42 125,43 ± 10,59 
M3-hTSHR M412P 61,31 ± 5,82 22,84 ± 2,44 91,21 ± 4,01 
M3-hTSHR G413L 62,53 ± 7,16 32,20 ± 3,71 229,14 ± 22,15 
M3-hTSHR G413P 64,66 ± 6,54 100,64 ± 12,15 1042,06 ± 109,21 
M3-hTSHR G413V 62,00 ± 5,02 34,06 ± 2,66 344,82 ± 17,02 
M3-hTSHR Y414G 88,69 ± 6,66 42,97 ± 3,50 510,25 ± 41,81 
M3-hTSHR D633H 120,94 ± 9,58 240,03 ± 22,24 820,21 ± 126,38 
          
M3-hTSHR  
p10-Deletion 
56,25 ± 2,30 4,23 ± 0,52 18,77 ± 1,75 
M3-hTSHR  
p10-Deletion D633H 
86,38 ± 9,82 28,38 ± 2,29 73,81 ± 7,09 
M3-GVV-hTSHR  
p10-Deletion 
113,98 ± 8,94 22,92 ± 1,41 54,4 ± 4,65 
M3-GVV-hTSHR  
p10-Deletion D633H 
180,53 ± 7,01 67,60 ± 4,52 234,56 ± 18,47 
Rhodopsin-EcoRI-hTSHR 
p10-Deletion 
45,29 ± 2,86 10,40 ± 1,13 59,16 ± 5,64 
pcDNA3_KFLR-hTSHR  -  7,60 ± 0,97 136,00 ± 11,79 
 
Die im hTSHR mit nativem N-Terminus nicht oder schwach exprimierten Mutanten F405H, 
C408S, M412G, M412P und G413L (weniger als 25 % der Expression des hTSHR Wildtyps) sowie 
die zu etwa 80 % des Wildtyps exprimierte Mutante E409K sind nicht basalaktiv und nicht oder 
geringfügig durch bTSH aktivierbar. Bis auf C408S zeigen die korrespondierenden M3-Mutan-





Deletion des N-Terminus eine Basalaktivität der genannten Konstrukte im Vergleich zu den 
Konstrukten mit nativem N-Terminus (vgl. Tabelle 8). 
Die zusätzliche Deletion der Sequenz FNPCEDIMGY (M3-hTSHR p10-Deletion) führt im 
Vergleich zum M3-hTSHR-Wildtyp zu einer 50%-igen Reduktion der Oberflächenexpression 
und zu einer Verringerung der basalen Aktivität um 80 %. Die Basalaktivität ähnelt der des 
hTSHR-Wildtyps mit dem nativen N-Terminus. Ebenso ist bei der wildtypähnlich exprimierten 
Mutante M3-hTSHR p10-Deletion D633H eine starke Abnahme der Basalaktivität (Reduktion 
um 90 %) im Vergleich zur korrespondierenden Mutante M3-hTSHR D633H feststellbar (vgl. 
Tabelle 8). 
Die Deletion des nativen N-Terminus und seine Substitution durch den N-Terminus des M3-
Rezeptors führt zu einer starken Erhöhung der Oberflächenexpression des hLHR sowie 
hTSHR. Sämtliche M3-Konstrukte des hLHR zeigen, ebenso wie jene mit nativem N-Terminus, 
keine basale Aktivität. Hingegen wird die Basalaktivität der individuellen hTSHR-Rezeptorkon-
strukte durch die Deletion des N-Terminus beeinflusst. Die basale Aktivität konstitutiv aktivie-
render Mutanten wird reduziert, während bei nicht konstitutiv aktiven Mutanten eine Basalak-
tivität generiert wird. Die Daten deuten darauf hin, dass die Integrität des Rezeptor-N-Terminus 
grundlegend relevant für die Einnahme einer aktivierbaren Konformation der GPHR ist. Der N-
Terminus scheint somit nicht nur die Ligandenbindung zu vermitteln, sondern auch für die lig-
andenunabhängige Rezeptoraktivierung entscheidend zu sein. Die Aktivierung der GPHR 
scheint das Zusammenwirken ihrer extrazelllulären sowie transmembranären Domänen zu er-
fordern. 
3.5 Die Deletion des N-Terminus wirkt sich nicht auf die Stabilität und Funktionalität 
der GPHR-Transmembrandomäne aus 
Im Gegensatz zu den Rezeptorkonstrukten voller Länge, die sich aus dem N-Terminus mit 
der Ligandenbindungsdomäne und der TMD zusammensetzen, sind die M3-Rezeptorkon-
strukte nicht durch GPH aktivierbar. Die M3-hTSHR-Konstrukte können jedoch, ebenso wie 
die TSHR-Konstrukte voller Länge, durch den synthetischen, niedermolekularen Agonist E2 
aktiviert werden. Die Stimulation mit diesem Agonist, der eine Bindungsstelle in der TMD 
adressiert, erlaubt Rückschlüsse auf die Funktionalität der TMD nach der Deletion des N-Ter-
minus.  
Wie der hTSHR-Wildtyp ist auch das entsprechende M3-Konstrukt durch E2 aktivierbar. 
Ebenso ist die Aktivierung nahezu aller weiteren generierten M3-Rezeptorkonstrukte möglich, 
wenngleich sich die E2-induzierten Aktivitäten von jenen der Konstrukte voller Länge unter-
scheiden (vgl. Tabellen 6 und 8). Die Korrelation zwischen der E2-Aktivierung und der Basa-





feststellbar. Die Daten deuten auf den Erhalt der Stabilität und Funktionalität der TMD auch 
nach der Deletion des N-Terminus und dem parallelen Einfügen von Mutationen in die p10-
Region hin. Dies unterstreicht die in 3.3 und in der Literatur dargelegten Ergebnisse [132]. 
Die einzigen Konstrukte, die durch einen Verlust der E2-Aktivierbarkeit im Vergleich zu ih-
ren korrespondierenden Konstrukten mit der p10-Region auffallen, sind die Mutanten M3-
hTSHR p10-Deletion und M3-hTSHR p10-Deletion D633H. Die fehlende Aktivierung der Mu-
tante M3-hTSHR p10-Deletion kann nicht mit der Oberflächenexpression korreliert werden, da 
deutlich schwächer als der M3-hTSHR-Wildtyp exprimierte M3-Konstrukte, wie beispielsweise 
E409K, eine starke Aktivierbarkeit mit E2 (vgl. Tabelle 8) zeigen. Zusammen mit der in 3.4 be-
reits angeführten Reduktion der Basalaktivität der genannten Konstrukte im Vergleich zum M3-
hTSHR-Wildtyp beziehungsweise der M3-hTSHR D633H-Mutante deutet die fehlende E2-Akti-
vierbarkeit auf eine Relevanz der p10-Region für die Konformationsänderung der TMD in ihren 
aktiven Zustand hin. Vorangegangene Studien mit N-terminal gekürzten TSHR-Konstrukten 
ohne die p10-Region (KFLR-TSHR) legen hingegen eine Unabhängigkeit der E2-Aktivierung 
vom TSHR-N-Terminus dar [141]. Folglich wurde das in der Literatur beschriebene KFLR-
hTSHR-Konstrukt getestet, welches im pcDNA3-Vektor vorliegt und vor der Rezeptorsequenz 
die ersten 19 Aminosäuren des bovinen Rhodopsin und eine EcoRI-Schnittstelle trägt [141]. 
Es wurde außerdem in den pcDps-Vektor eingeführt und, ebenso wie die bislang getestete 
Konstrukte, mit einem N-terminalen HA-Tag versehen. Mit den erhobenen Daten kann bestä-
tigt werden, dass die E2-induzierte Aktivierung nicht vom Vorhandensein des N-Terminus und 
der p10-Region abhängt. Es ist relevant, dass die letzten drei Aminosäuren des Rhodopsin- 
und M3-N-Terminus sich voneinander unterscheiden. Um zu untersuchen, ob die Variabilität 
der Aminosäuresequenz der Auslöser der funktionellen Unterschiede zwischen den Konstruk-
ten ist, erfolgte ihr Austausch. Die letzten Aminosäuren des M3-N-Terminus (IWQ) wurden 
durch die korrespondierenden Aminosäuren des bovinen Rhodopsins (GVV) ersetzt. Wie der 
Tabelle 8 zu entnehmen ist, führt die Anpassung der Eigenschaften der M3-hTSHR-Konstrukte 
zu einer Erhöhung der Oberflächenexpression sowie basalen und E2-induzierten Aktivität des 
Wildtyps sowie der D633H-Mutante (vgl. Tabelle 8). 
Es ist zusammenzufassen, dass die E2-Aktivierbarkeit der M3-hTSHR-Konstrukte und 
demzufolge die Integrität der TMD auch nach der Deletion des N-Terminus und der p10-Re-
gion erhalten bleibt. 
3.6 Trypsin führt nicht zur vollen Aktivierung des humanen TSH-Rezeptors 
Der Literatur ist zu entnehmen, dass der humane TSH-Rezeptor durch die milde Behand-
lung mit Trypsin konstitutiv aktiviert wird [147]. Die proteolytische Spaltung innerhalb des N-





Gs-Proteine. Aufgrund der bestehenden Disulfidbrückenbindungen innerhalb des N-Terminus 
scheint die Gesamtstruktur des Rezeptors nicht von der proteolytischen Spaltung beeinträch-





Abbildung 9: Effekt der Trypsinbehandlung auf den wildtypischen sowie Mutationen tragen-
den hTSHR. Die funktionelle Charakterisierung erfolgte in transient mit 100 ng/well (96-well Platte) der 
hTSHR-Konstrukte transfizierten HEK293-T Zellen. Die basalen und TSH- und/oder Trypsin-induzierten 
cAMP-Spiegel wurden im cAMP-Akkumulationsassay bestimmt. Die spezifisch gemessenen cAMP-
Spiegel der mit den Rezeptorkonstrukten transfizierten Zellen sind als x-faches des cAMP-Spiegels der 
mit dem Leervektor transfizierten Zellen angegeben, die als Negativkontrolle fungierten. Der cAMP-Wert 
des transfizierten Leervektors (mock) lag bei 1,02 ± 0.06 nM/well. Angegeben sind die Mittel-
werte ± SEM aus vier unabhängigen Experimenten, jeweils durchgeführt als Triplikate. 
 
Um zu untersuchen, ob die durch Trypsin induzierte Rezeptoraktivierung über die p10-Re-
gion vermittelt wird und welchen Einfluss Mutationen in dieser Region ausüben, wurden aus-
gewählte, wildtypähnlich exprimierte Rezeptorkonstrukte mit Trypsin inkubiert. Auch der Effekt 
der Stimulation mit bTSH nach einer Vorinkubation mit Trypsin wurde untersucht. Alle Stimu-
lationsmodi führten zu unterschiedlichen cAMP-Akkumulationen bei den einzelnen Rezeptor-
konstrukten. Eine moderate Aktivierung durch Trypsin, über die Basalaktivität der jeweiligen 
Konstrukte hinaus, ist für den Wildtyp sowie die Mutanten S281N, G413N und G413P ersichtlich 
(vgl. Abbildung 9). Eine konstitutive Aktivität weist auch N406S auf, jedoch erfolgt keine Steige-





Ein Vergleich der cAMP-Akkumulationen der alleinigen und nach vorheriger Inkubation mit 
Trypsin erfolgten bTSH-Stimulation zeigte für einige Mutanten geringfügige Unterschiede (vgl. 
Abbildung 9). Es ist eine leichte Abnahme der Rezeptoraktivierung nach der Trypsin-Vorinku-
bation festzuhalten. Dieser Effekt ist in der Literatur bereits beschrieben [147]. Er hängt nicht 
von der Stärke der initialen bTSH-induzierten Aktivität ab. Die Stimulation der Mutanten S281N, 
D410N und M412F führt darüber hinaus in beiden Varianten zu sehr ähnlichen Ergebnissen. Aus 
den Daten ist zu folgern, dass die basale sowie hormoninduzierte Rezeptoraktivität aus-
schließlich durch die mutationsinduzierten Änderungen der Rezeptorstruktur und -eigenschaf-
ten beeinflusst werden.  
Die Daten zeigen, dass sämtliche Rezeptorkonstrukte auch nach der Trypsinbehandlung 
mit bTSH stimulierbar sind. Dies entspricht den Daten aus der Literatur [147,148]. Eine margi-
nale Stimulation des hTSHR mit Trypsin ist nur für wenige Konstrukte feststellbar und nur für 
die Mutante S281N deutlich erkennbar. Die Erhöhung der cAMP-Akkumulation scheint mit der 
Basalaktivität des Wildtyps und der Konstrukte zu korrelieren. Es kann kein Einfluss von Mu-
tationen der p10-Region auf die cAMP-Akkumulation nach der Trypsininkubation gefolgert 
werden. 
3.7 Mutationen innerhalb der p10-Region können die maximale Rezeptoraktivierung 
induzieren 
Das Einführen von Mutationen in die Aminosäuresequenz der p10-Region resultiert, wie in 
3.1 und 3.2 beschrieben ist, in sehr unterschiedlichen basalen Aktivitäten der charakterisierten 
Rezeptorkonstrukte. Zum Beispiel weist die Mutante N1.24F im hLHR und hTSHR bei geringer 
Expression eine nachweisbare Basalaktivität auf. Die stark exprimierte Mutante hLHR N351S 
zeigt eine leicht erhöhte (etwa das Doppelte des hLHR-Wildtyps), während die ebenso hoch-
exprimierten Mutanten G358P (hLHR), N406S und G413P (hTSHR) eine sehr starke basale Akti-
vität aufweisen (vgl. Tabellen 5 und 6). Dabei erreichen die Basalaktivitäten aller konstitutiv 
aktiven Einfachmutanten nicht die jeweiligen durch das Hormon induzierten Aktivitäten. Ledig-
lich die Mutante G358P des hLHR bildet eine Ausnahme, allerdings ist die mehr als doppelt so 
hohe Expression des Rezeptorkonstruktes im Vergleich zum Wildtyp zu berücksichtigen. 
Die innerhalb der Hinge-Region aber außerhalb der p10-Sequenz lokalisierten Mutationen 
S277N/S281N induzieren im hLHR/hTSHR ebenfalls eine hohe konstitutive Aktivität. Durch die 
hCG- beziehungsweise bTSH-Stimulation ist auch die cAMP-Akkumulation dieser Konstrukte 
weiter steigerbar. Eine Basalaktivität, die der maximalen Aktivität des jeweiligen Wildtyps am 
nächsten kommt, zeigen die Mutanten hLHR D578H und hTSHR D633H, die eine Mutation im 
Bereich der sechsten Transmembranhelix tragen. Die hLHR-Mutante D578H erreicht basal etwa 





etwa 85 % der durch bTSH induzierten (vgl. Tabellen 5 und 6). Die maximale Aktivität der 
hTSHR-Mutante ist dabei deutlich geringer als die durch bTSH induzierte Wildtypaktivität. 
 
 
Abbildung 10: Die Oberflächenexpression der generierten hLHR- und hTSHR-Doppelmutan-
ten und der entsprechenden Einfachmutanten. Die Charakterisierung erfolgte in transient mit den 
hLHR- und TSHR-Konstrukten transfizierten HEK293-T Zellen. Die Oberflächenexpression wurde in ei-
nem ELISA ermittelt. Von der optischen Dichte (OD) der mit einem hLHR- beziehungsweise hTSHR-
Konstrukt transfizierten Zellen wurde die OD der mit einem Leervektor (mock) transfizierten Zellen ab-
gezogen. Die spezifische OD der artifiziellen Rezeptorkonstrukte ist als relativer, prozentualer Anteil der 
spezifischen OD des zugehörigen Wildtypkonstruktes angegeben. Der Hintergrundwert (mock) lag bei 
0,007 ± 0,001 (entspricht 0 %) und die OD des hLHR- und hTSHR-Wildtyps betrugen 0,248 ± 0,013 
beziehungsweise 0,679 ± 0,033 (entspricht jeweils 100 %). Angegeben sind die Mittelwerte ± SEM aus 
zwei unabhängigen Experimenten, jeweils durchgeführt als Quadruplikate. 
 
Die Generierung von Doppelmutanten sollte weitere Informationen über den Beitrag der 
einzelnen Aminosäurepositionen zur Einnahme des aktiven Rezeptorzustandes liefern. Unter 
anderem sollten die Fragestellungen geklärt werden, ob und wie verschiedene Mutationen in-
terferieren. Unter allen generierten p10-Mutanten weisen die G1.31P-Konstrukte im hLHR so-
wie hTSHR die höchste Basalaktivität auf. Entsprechend wurden insbesondere Kombinationen 
der Glycinmutationen mit weiteren Aminosäuresubstitutionen untersucht.  
Die funktionelle Charakterisierung der generierten hLHR-Doppelmutanten zeigt, wie in den 
Abbildungen 10 und 11 deutlich wird, dass die Kombination zweier Mutationen die Eigenschaf-
ten von Rezeptorkonstrukten, verglichen mit den Einfachmutanten, deutlich verändern kann. 
Die Kombinationen S277N/E354K sowie N351F/G358P führen zu einer starken Reduktion der Ober-
flächenexpressionen. Diese sind mit einer Reduktion der basalen Aktivitäten im Vergleich zu 





In Kombination mit den Aminosäuresubstitutionen S277N, P352A sowie E354K werden die 
Oberflächenexpression sowie die gemessene basale und hCG-induzierte Aktivität der Mutante 
G358P teils deutlich verringert. Hingegen entsprechen die Werte nach dem zusätzlichen Ein-
bringen der Mutation N351S nahezu jenen der G358P-Einfachmutante (vgl. Abbildungen 10 
und 11). Wie bereits beschrieben, besitzt neben G358P auch die Einfachmutante D578H eine 
sehr starke Expression sowie Basalaktivität. Die generierte Doppelmutante G358P/D578H weist, 
im Vergleich zu beiden Einfachmutanten, eine reduzierte Expression und hCG-induzierte ma-
ximale cAMP-Akkumulation auf, während die Basalaktivität erhalten bleibt. Die Kombination 
der inaktivierenden Mutation E354K mit der Mutation D578H führt zu einer hohen Oberflächen-
expression sowie basalen und und hCG-induzierten Aktivität. Die Eigenschaften entsprechen 
jenen der Einfachmutante D578H.  
Insgesamt kann gefolgert werden, dass die Kombinationen der Mutationen G358P bezie-
hungsweise D578H (etwa 50 beziehungsweise 60 % der hCG-induzierten Aktivität) mit S277N, 
N351S, P352A und E354K sowie die Kombination von G358P und D578H zu einer relativen Steige-
rung der basalen Aktivitäten führen. Der Vergleich bezieht sich auf die maximal induzierte Ak-
tivität der individuellen Rezeptorkonstrukte. Dabei ist zu beachten, dass die Mutanten 
S277N/G358P sowie P352A/G358P verglichen mit dem Wildtyp deutlich reduzierte Oberflächenex-
pressionen aufweisen. Dies deutet auf eine mutationsinduzierte Störung der Faltung, des 
Transportes oder des Einbaus der Rezeptorkonstrukte in die Zellmembran hin. Es kann zu-
sammengefasst werden, dass die durch die Kombination zweier Mutationen induzierten kon-
formationellen Änderungen eine Verschiebung in Richtung der aktiven Rezeptorstruktur be-
wirken können. Die betreffenden Mutationen können dabei in allen Rezeptordomänen lokali-
siert sein und müssen, wie für E354K/D578H gezeigt, nicht zwangsläufig eine konstitutive Aktivi-
tät der zugehörigen Einfachmutanten auslösen. 
Im hTSHR führen die Kombination der inaktivierenden Mutation E409K mit der stark basal-
aktiven und aktivierbaren Mutation S281N und die Kombination der beiden basalaktiven Mutan-
ten N406F und G413P zu beeinträchtigten Expressionen, die mit einer fehlenden Aktivierbarkeit 
der Konstrukte verbunden sind. Die Daten sind den Abbildungen 10 und 11 zu entnehmen. 
Die Beobachtungen treffen ebenso für den hLHR zu. Die Kombinationen von G413P mit den 
Mutationen S281N, E409K und P410A führen, wie bei den korrespondierenden hLHR-Doppelmu-
tanten, zu einer Reduktion der Oberflächenexpression im Vergleich zur G413P-Einfachmutante. 
Weiterhin führt die zusätzliche Mutation E409K zu einer Reduktion der bTSH-induzierten Re-
zeptoraktivität. Die bTSH-Stimulationen sind auch in den Doppelmutationen S281/G413P, 
P410A/G413P und N406S/G413P verringert. Die gemessene Basalaktivität der Mutante 





pelmutanten S281N/G413P sowie N406S/G413P eine deutlich über die der Einfachmutanten ge-
steigerte basale cAMP-Akkumulation (mehr als beziehungsweise nahezu das Doppelte) auf, 
was auf einen synergistischen Effekt dieser Mutationen hinsichtlich der Basalaktivitäten hin-
weist. Für die Doppelmutanten N406S/G413P und P407A/G413P ist zudem eine relative Steigerung 
der basalen gegenüber der maximalen Aktivität (> 35 %) im Vergleich zu den jeweiligen Ein-
fachmutanten (8 bis 25 %) erkennbar. Bei den Mehrfachmutanten S281N/G413P, G413P/D633H 
sowie N406S/G413P/D633H ist durch die bTSH-Stimulation keine Steigerung über die basale 
cAMP-Akkumulation hinaus möglich. Alle drei generierten Mehrfachmutanten werden dabei zu 
über 50 % des Wildtyps und somit deutlich an der Zelloberfläche exprimiert. Die Kombination 
der stark exprimierten, basalaktiven und durch bTSH-aktivierbaren Mutanten G413P und D633H 
führt zu einer stark exprimierten Doppelmutante, deren Basalaktivität der des Konstruktes 
D633H entspricht. Gegenüber beiden Einfachmutanten weist sie eine deutlich verringerte 
cAMP-Akkumulation nach der Stimulation mit bTSH auf (vgl. Abbildung 11). Die Kombination 
der Mutanten E409K und D633H führt zu einer Reduktion aller Parameter im Vergleich zu denen 
der D633H-Einfachmutante.  
Die Dreifachmutante N406S/G413P/D633H des hTSHR besitzt bei wildtypischer Expression 
eine geringere gemessene basale Aktivität als die D633H-Einfachmutante sowie die 
N406S/G413P- und G413P/D633H-Doppelmutanten. Gleichzeitig ist die Basalaktivität gegenüber 
der der Einfachmutanten N406S sowie G413P jedoch gesteigert. Die bTSH-induzierte Aktivität 
ist im Vergleich zu allen Einfach- beziehungsweise Doppelmutanten verringert. 
Für den hTSHR kann, wie auch für den hLHR, gefolgert werden, dass durch die Kombina-
tion mehrerer Einfachmutationen eine Verschiebung der Rezeptorkonformation in Richtung 
des aktiven Zustandes induziert werden kann. Die eingeführten Mutationen können dabei im 
N-Terminus, der zu diesem gehörenden p10-Region sowie der TMD lokalisiert sein. Im Ge-
gensatz zu den hLHR-Konstrukten zeigen alle hTSHR-Mutanten (bis auf E409K), die in Kombi-
nation zu einem Anstieg der relativen Basalaktivität führen, auch als Einfachmutanten eine 
konstitutive Aktivität. Im hTSHR wurden darüber hinaus Doppelmutanten sowie eine Dreifach-










Abbildung 11: Aktivierende und inaktivierende Einfachmutationen des hLHR und hTSHR und 
Kombinationen zu Doppelmutanten. In den schematischen Abbildungen ist die Lokalisation der ein-
zelnen Mutationen innerhalb der Rezeptorstruktur gezeigt. Die funktionelle Charakterisierung erfolgte in 
transient mit 100 ng/well (96-well Platte) der hLHR- beziehungsweise hTSHR-Konstrukte transfizierten 
HEK293-T Zellen. Die basalen und hCG-/bTSH- beziehungsweise E2-induzierten cAMP-Spiegel wur-
den im cAMP-Akkumulationsassay bestimmt. Die spezifisch gemessenen cAMP-Spiegel der mit den 
Rezeptorkonstrukten transfizierten Zellen sind als x-faches des cAMP-Spiegels der mit dem Leervektor 
transfizierten Zellen angegeben, die als Negativkontrolle fungierten. Der cAMP-Wert des transfizierten 
Leervektors (mock) lag bei 1,27 ± 0,04 nM/well (hLHR-Assay) beziehungsweise 0,79 ± 0,03 nM/well 
(hTSHR-Assay). Angegeben sind die Mittelwerte ± SEM aus mindestens drei unabhängigen Experi-







Zusammenfassend kann für den hLHR und hTSHR festgehalten werden, dass die Doppel-
mutationen N1.24S/G1.31P und P1.25A/G1.31P die Einnahme der aktiven Rezeptorkonfor-
mation, im Vergleich zu den Einfachmutationen, begünstigen. Dabei entspricht die induzierte 
nicht der maximal aktiven hLHR- beziehungsweise hTSHR-Struktur. Diese wird durch die 
hTSHR-Mutanten S281N/G413P und G413P/D633H erreicht. Die Dreifachmutante 
N406S/G413P/D633H zeigt vergleichbare Eigenschaften, wobei die Absolutwerte deutlich gerin-
ger als die der Doppelmutante G413P/D633H sind. Die korrespondierenden hLHR-Konstrukte 
S277N/G358P, G358P/D578H sowie E354K/D578H zeigen eine sehr hohe konstitutive Aktivität, die 
annähernd der maximal induzierbaren Aktivität entspricht. Es fällt auf, dass die Mutanten 
S277N/G358P (hLHR) und S281N/G413P (hTSHR) trotz einer im Vergleich zum Wildtyp verringer-
ten Oberflächenexpression eine hohe Basalaktivität aufweisen.  
Es ist zu schließen, dass mithilfe artifizieller Rezeptorkonstrukte und insbesondere durch 
die Kombination mehrerer spezifisch ausgewählter Mutationen die Modulation der Rezeptorak-
tivität in eine bestimmte Richtung möglich ist. Dabei kann die vollständig aktive Rezeptorkon-
formation induziert werden. Mithilfe der Daten ist eine relevante Funktion der p10-Region, aber 
auch weiterer Rezeptordeterminanten für diese Modifikation erwiesen.  
3.8 Erstellung eines Homologiemodells anhand der funktionellen Eigenschaften der 
generierten Mutanten 
Die im Rahmen dieser Arbeit generierten Daten wurden mit den in der Literatur verfügbaren 
Daten und Modellen verglichen. Dabei wurden die identifizierten identischen Anforderungen 
an die strukturellen und physikochemischen Eigenschaften der p10-Regionen des hLHR und 
hTSHR ebenso berücksichtigt, wie festgestellte Unterschiede zwischen den Rezeptoren. Aus 
der Gesamtheit der Daten wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Gunnar Kleinau sowie Dr. Patrick 
Scheerer von der Charité Berlin ein Homologiemodell des humanen TSHR in seiner aktiven 
Konformation entwickelt. Dieses in der Abbildung 12 gezeigte Modell visualisiert die Lage der 
p10-Region, zusammen mit den oberhalb von ihr lokalisierten Aminosäuren bis zur Position 
P400, im Kontext der Gesamtstruktur des Rezeptors. Dabei sind auch die TSH- und E2-Bindung 
gezeigt.  
Die p10-Sequenz liegt zwischen der extrazellulären und transmembranen Domäne, einge-
bettet in die extrazellulären Schlaufen des TSHR. Es sind potentielle Interaktionen der Se-
quenz FNPCEDIMGY mit spezifischen weiteren Aminosäuren gezeigt, die durch Wechselwir-
kungen zwischen distinkten Rezeptorbereichen in räumlicher Nähe zur p10-Region lokalisiert 
sind. In der vergrößerten Darstellung oben rechts im Bild ist beispielsweise die räumliche Nähe 
zwischen der p10-Position E409 und dem oberhalb der siebten Transmembranhelix gelegenen 





in der Vergrößerung links in der Abbildung gezeigt. Sie befindet sich unterhalb der p10-Bin-
dungsregion, liegt jedoch in räumlicher Nähe, sodass eine gegenseitige Beeinflussung der E2- 
und p10-Bindung möglich wäre. Aufgrund der großen räumlichen Distanz der für die TSH-
Bindung verantwortlichen Rezeptorbereiche ist keine Beeinflussung der TSH-Bindung durch 
p10 oder E2 anzunehmen.  
Aufgrund der überwiegenden Übereinstimmung der generierten funktionellen Daten zwi-
schen dem humanen LHR und TSHR wird von einer identischen Lage der p10-Region und 
den entsprechenden Wechselwirkungen mit korrespondierenden Interaktionspartnern ausge-
gangen. Dabei sind die voneinander abweichenden Aminosäuretoleranzen im hLHR und 
hTSHR zu berücksichtigen, die unter anderem für die Aminosäurepositionen P1.25 und M1.30 












Abbildung 12: Strukturmodell des humanen TSH-Rezeptors in seiner aktiven Konformation, 
interagierend mit einem Gs-Protein, TSH sowie dem synthetischen, niedermolekularen Agonist 
E2. Das TSHR Strukturmodell (backbone-Darstellung) zeigt die Gesamtstuktur des Rezeptors in seiner 
aktiven Konformation im Komplex mit bTSH (Oberflächenmodell) und dem niedermolekularen Agonist 
E2 (magentafarbenes Stabmodell), wobei der C-Terminus und Teile der Hinge-Region nicht im Detail 
dargestellt sind. Das Gs-Makromolekül (Oberflächenmodell des Heterotrimers mit cyanfarbener α-, grü-
ner β-Untereinheit, und blauer γ-Untereinheit) wurde entsprechend der Daten zur Orientierung des 
ADRB2/Gs-Komplexes [149] an den Transmembrankern des TSHR modelliert. Die in dieser Arbeit un-
tersuchte p10-Region ist in Form von Aminosäureseitenketten-Repräsentationen (Stäbchen) zwischen 
den extrazellulären Schlaufen hervorgehoben. In dieser Darstellung wird die Lage des intramolekularen 
Agonists relativ zu den weiteren Rezeptorbereichen verdeutlicht. Die linke Abbildung zeigt den nieder-
molekularen Agonist E2, gebunden zwischen den Transmembranhelices nah an den extrazellulären 
Schlaufen [45]. Die Seitenketten der vier in diese Bindung involvierten Aminosäurereste sind hervorge-
hoben. Die E2-Bindungsstelle und der Übergang der Hinge-Region zur ersten Transmembranhelix (p10-
Region) sind räumlich voneinander getrennt. Die rechte Abbildung zeigt eine detaillierte Darstellung der 
Einbettung des intramolekularen Agonists in die extrazellulären Schlaufen des TSHR. Die intramoleku-
lare agonistische Einheit setzt sich aus den Seitenketten der Aminosäuren Pro400 bis Tyr414 zusammen, 
die am Übergang zwischen der Hinge-Region und der ersten Transmembranhelix lokalisiert sind. In 
dieser Arbeit werden die Aminosäurereste der Positionen Phe405 bis Tyr414 untersucht. Da in vorange-
gangenen Studien auch Mutationen der Reste Pro400, Asp403 und Glu404 den Rezeptor konstitutiv akti-
vierten [33,52], sind sie als Erweiterung des intramolekularen Agonists in das Modell einbezogen. Zu-
dem wird eine Beteiligung der Aminosäure Ser281 (in der Leucin-rich-repeat-Domäne lokalisiert) an die-
ser strukturellen und funktionellen Einheit angenommen, die aufgrund der Disulfidbrücken zwischen 
Cys284 und Cys408 sowie Cys283 und Cys398 (gelbe Stäbchen) in räumlicher Nähe lokalisiert ist. Die in 
dieser Arbeit untersuchten Reste sind unterstrichen. Spezifische Substitutionen der Aminosäuren an 
den Positionen Phe405, Asn406, Pro407, Gly413 und Tyr414 führen zu einer konstitutiven Rezeptoraktivität, 
während Mutationen der Positionen Glu409, Asp410 und Tyr414 den Rezeptor inaktivieren. Mögliche Inter-
aktionen zwischen Aminosäureresten der extrazellulären Schlaufen und der agonistischen Einheit, die 
zur Rezeptoraktivierung beitragen könnten, sind als Linien dargestellt. Interaktionspartner könnten bei-
spielsweise Asn650, Val656 (in der dritten extrazellulären Schlaufe) oder Ile486 (in der ersten extrazellulä-
ren Schlaufe) sein. Deren mutationsinduzierte konstitutive Aktivität, welche komplementär zur Auswir-
kung von Mutationen der p10-Region ist, wurde bereits nachgewiesen. Die unten rechts im Bild darge-
stellte Aufsicht zeigt die Lokalisation des intramolekularen Agonists zentral über der TMD und zwischen 
den extrazellulären Schlaufen. Die p10-Region liegt dicht eingebettet zwischen extrazellulären Rezep-









Die für die Regulation der sexuellen Entwicklung, gonadalen Funktion und Reproduktion 
sowie der Schilddrüsenfunktion und des -wachstums hoch relevanten GPHR werden physio-
logisch durch spezifische Liganden, die zugehörigen Glykoproteinhormone, aktiviert. Zudem 
können aktivierende Autoantikörper sowie Mutationen die konformationellen Veränderungen 
der GPHR induzieren, die final zu deren Aktivierung führen. Die genaue Kenntnis der während 
der Aktivierung auf molekularer Ebene stattfindenden Veränderungen bedeutet nicht nur eine 
Erweiterung des derzeitigen Informationsstandes, sondern ist auch entscheidend für das Ver-
ständnis der mit Pathologien assoziierten Fehlregulationen oder Ausfälle von Rückkopplungs-
mechanismen. Dem großen Interesse an der Entschlüsselung des detaillierten Aktivierungme-
chanismus der GPHR entsprechend sind verschiedene, in der Einleitung bereits beschriebene 
(vgl. 1.2.5) Modelle vorhanden. Auf die aufgestellten Hypothesen zum Aktivierungsmechanis-
mus der GPHR aufbauend erfolgte im Rahmen dieser Arbeit die Untersuchung spezifischer, 
charakteristischer und für die Rezeptoraktivierung relevanter Eigenschaften der als intramole-
kularer Agonist fungierenden Sequenz FNPCEDIMGY. Die durchgeführte umfassende Muta-
genesestudie gestattet die Identifikation von Schlüsselpositionen und funktionell bedeutsamen 
Komponenten innerhalb der p10-Region, die hochrelevant für die Aktivierung der GPHR sind. 
Weiterhin werden wesentliche Charakteristika in räumlicher Nähe lokalisierter interagierender 
und kooperierender Rezeptorregionen herausgestellt. Im Folgenden werden die Daten zusam-
mengefasst, interpretiert und im Kontext mit früheren Theorien und Modellen diskutiert. 
Die Wahl des humanen TSH- statt des FSH-Rezeptors, der zusätzlich zum hLHR charak-
terisiert wurde, ist damit zu begründen, dass dieses Mitglied der Familie der GPHR sich be-
sonders für eine detaillierte Untersuchung des Einflusses von Mutationen der p10-Region auf 
die Basalaktivität eignet. Die basale Konformation der ligandenfreien GPHR wird durch be-
schränkende Interaktionen aufrechterhalten, die vorwiegend innerhalb des Transmembranker-
nes bestehen. Zu ihnen zählen hydrophobe Wechselwirkungen sowie ein Netzwerk aus Was-
serstoffbrückenbindungen. Die im Vergleich zum LHR und FSHR deutlich erhöhte Basalakti-
vität des TSHR ist auf das Vorhandensein einer geringeren Anzahl dieser strukturellen Be-
schränkungen zurückzuführen. Diese Eigenschaft erleichtert die durch Mutationen induzier-
bare Verschiebung des Rezeptors in den aktiven Zustand [53,117–119,132]. Insgesamt wurde 
eine große Anzahl konstitutiv aktivierender Mutationen des hLHR und hTSHR als Patienten-
mutationen im Rahmen der detaillierten Untersuchung spezifischer Pathologien identifiziert. 





4.1 Die Aktivierung der GPHR stellt hohe Anforderungen an die strukturellen und 
physikochemischen Eigenschaften des intramolekularen Agonists 
Eine Veröffentlichung von Zhang et al. gibt an, dass das zehn Aminosäuren lange Fragment 
EDIMGYKFLR (E409-R418 im hTSHR) der Auslöser der TSHR-Aktivierung nach der Deletion 
des nahezu vollständigen N-Terminus sein kann [126]. Lediglich die ersten sechs Aminosäu-
ren dieser Sequenz sind in allen GPHR hochkonserviert. Die Annahme ist jedoch nicht durch 
Daten belegt [126]. Alvarez et al. identifizierten die zehn Reste lange Aminosäuresequenz 
FNPCEDIMGY als invariant in allen GPHR und schreiben ihr eine Rolle für die Rezeptorfal-
tung, -expression und -aktivierung zu [138]. In der Arbeit von Brüser et al. ist ein dieser Se-
quenz entsprechendes Peptid als potentester Aktivator an allen GPHR dokumentiert [139]. 
Diese Vorarbeiten dienten als Grundlage zur Generation des Satzes artifizieller Rezeptorkon-
strukte mit Mutationen in der Rezeptorregion FNPCEDIMGY. Deren funktionelle Charakteri-
sierung ermöglicht die Identifizierung der für die Rezeptoraktivierung erforderlichen strukturel-
len und physikochemischen Eigenschaften der Seitenketten der einzelnen Aminosäurepositi-
onen. Die eingeführten Mutationen innerhalb des N-Terminus können die Rezeptorkonforma-
tion sowohl in Richtung der aktiven, als auch der inaktiven Konformation verschieben und 
zahlreiche intermediäre Übergangszustände stabilisieren. 
Die Substitutionen der Aminosäurepositionen der p10-Region führen zu messbaren Verän-
derungen der Oberflächenexpression, der basalen und der ligandeninduzierten Aktivität des 
hLHR sowie hTSHR. Dafür sind die durch Mutationen induzierten Veränderungen der Rezep-
toreigenschaften ursächlich: 1. Eine im Vergleich zum Wildtyp veränderte Oberflächenexpres-
sion deutet auf eine Modifikation der Sekundär- oder Tertiärstruktur beziehungsweise der post-
translationalen Modifikation hin. Diese kann die Rezeptorstabilität, den intrazellulären Trans-
port und den Einbau in die Zellmembran beeinflussen. 2. Wird eine Erhöhung oder Verringe-
rung der Basalaktivität artifizieller Rezeptorkonstrukte im Vergleich zu der des Wildtyps nach-
gewiesen, deutet dies auf eine Beeinflussung der Rezeptorstabilität und die Verschiebung der 
Rezeptorkonformation in Richtung des aktiven beziehungsweise inaktiven Zustandes hin. Ur-
sächlich dafür kann eine Modifikation intramolekularer Interaktionen sein, die spezifische 
räumliche oder physikochemische Anforderungen an die Eigenschaften der Aminosäuresei-
tenketten der Interaktionspartner stellt. 3. Eine Veränderung der hormoninduzierten Aktivität 
kann die Folge eines Hormonbindungsdefektes sein oder auf eine Inhibition des Überganges 
von der inaktiven in die aktive Rezeptorkonformation hindeuten. Sie kann in Veränderungen 
der Rezeptorstabilität begründet liegen, die durch die unterschiedliche räumliche Ausdehnung 
individueller Aminosäureseitenketten moduliert wird. Ebenso können alternierte physikoche-





Mit den im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Aminosäuresubstitutionen der individuellen 
Positionen der p10-Sequenz sowie der Positionen S277 und D578 (hLHR) beziehungsweise S281 
und D633 (hTSHR) sind Änderungen der Größe, Ladung, Polarität oder Hydrophobizität ihrer 
Seitenketten verbunden. Hauptsächlich wurden die nativen Aminosäuren durch Alanin, Cys-
tein, Aspartat, Histidin, Lysin, Asparagin, Prolin, Serin und Threonin substituiert. Aus der Ver-
änderung räumlicher Anforderungen und spezifischer, Interaktionen ermöglichender Eigen-
schaften der jeweiligen Seitenketten resultieren Änderungen der dreidimensionalen Struktur 
der distinkten, eine Mutation umgebenden Rezeptorbereiche. Diese kann, wie oben erläutert, 
mit einer messbaren Veränderung der Oberflächenexpression, konstitutiven Aktivität und/oder 
ligandeninduzierten Aktivierbarkeit der Rezeptoren assoziiert sein. Das Ausmaß der Beein-
flussung dieser Charakteristika ist von der Lokalisation der Mutation und den Eigenschaften 
der alternativen Aminosäure abhängig. Die Analyse und Bewertung der für die Rezeptorakti-
vierung relevanten Eigenschaften der Aminosäureseitenketten individueller p10-Positionen er-
fordert eine Betrachtung aller genannten Eigenschaften in Relation zueinander. Zum Beispiel 
kann eine veränderte Signaltransduktion zweier Rezeptorkonstrukte nur bei einer ähnlichen 
Expression an der Zelloberfläche direkt verglichen werden. Im Folgenden werden die nachge-
wiesenen Auswirkungen der Aminosäuresubstitutionen der Einzelpositionen ausgeführt und 
die daraus zu folgernden Erkenntnisse zusammengefasst.  
 
An Aminosäureposition F1.23 (B-W, [68], Phe350 im hLHR, Phe405 im hTSHR), der ersten 
Aminosäure der p10-Sequenz, werden im humanen LH- sowie TSH-Rezeptor die alternativen 
Aminosäuren Tyrosin und Leucin toleriert. Die Seitenketten dieser Aminosäuren verleihen der 
Position F1.23 die nötigen Eigenschaften, um eine adäquate Expression und die Initiierung 
der Signalkaskade zu ermöglichen. Alle anderen der getesteten Aminosäuresubstitutionen 
führen zu einer deutlichen Reduktion der Oberflächenexpression und einem Verlust der hCG- 
und bTSH- sowie E2-induzierten cAMP-Akkumulation (vgl. Tabellen 5 und 6). Die Daten ent-
sprechen vorangegangenen Mutagenesestudien, in denen eine wildtypische Expression aber 
Inaktivierung der Alaninsubstitution im hLHR nachwiesen ist, während eine Tyrosinmutation 
toleriert wird [138,139]. Auch im hTSHR ist eine durch die Alaninsubstitution induzierte Inakti-
vierung erwiesen [52]. Auffällig ist eine leichte, durch die Tyrosinmutation verursachte Basa-
laktivität des hTSHR (vgl. Tabelle 6). Aus den Daten ist zu folgern, dass Hydrophobizität sowie 
eine spezifische Ausdehnung der Aminosäureseitenkette an Position 1.23 erforderlich sind. 
Die Erfordernis einer hydrophoben Seitenkette an dieser Position wird bereits in der Literatur 
beschrieben [152].  
Das Homologiemodell des hTSHR (vgl. Abbildung 12) zeigt eine große Nähe der Seiten-





(Y643), welcher in der sechsten Transmembranhelix lokalisiert ist. In der Literatur wird eine 
basale Aktivität nach dessen Substitution durch Phenylalanin beschrieben [152]. Somit führen 
die korrespondierenden Aminosäuresubstitutionen der Positionen Phe405 und Tyr643 jeweils zu 
einer konstitutiven Aktivität. Es wird gezeigt, dass Tyr643 in Richtung der fünften Transmemb-
ranhelix oder in Richtung des Überganges der siebten Transmembranhelix zur dritten extra-
zellulären Schlaufe orientiert ist. Der Tyrosinrest kann somit eine Wasserstoffbrückenbindung 
mit dem Rückgrat oder der Seitenkette einer Aminosäure in der dritten extrazellulären Schlaufe 
eingehen, um die basale Konformation zu stabilisieren [152]. Die im Homologiemodell vorge-
schlagene Lage der p10-Region zwischen den extrazellulären Schlaufen und die daraus re-
sultierende Nähe der beiden Aminosäurereste zeigen, dass ebenso eine Interaktion mit der 
Phenylalaninseitenkette der Position 405 möglich ist (vgl. Abbildung 12). Die durch die wech-
selseitige Substitution des Phe405 beziehungsweise Tyr643 induzierte konstitutive Aktivität deu-
tet auf eine den basalen Rezeptorzustand stabilisierende Interaktion dieser beiden Reste hin.  
 
An der Position N1.24 (Asn351 im hLHR, Asn406 im hTSHR) werden im hLHR und hTSHR 
die meisten Aminosäuresubstitutionen hinsichtlich der Oberflächenexpression sowie Aktivier-
barkeit durch die Liganden toleriert. Die Cystein-, Lysin- und Threoninmutanten weisen nahezu 
wildtypische Eigenschaften auf. Im hLHR führt die Mutation zu Prolin (N351P), die eine Neigung 
des Aminosäurerückgrates und so eine Veränderung der lokalen dreidimensionalen Struktur 
induziert, zu einem mit einer fehlenden Expression assoziierten Funktionsverlust (vgl. Ta-
belle 5). Phenylalaninmutationen bewirken im hLHR sowie hTSHR eine starke Beeinträchti-
gung der Expression und hormoninduzierten Aktivität, die Mutanten weisen jedoch eine basale 
Aktivität auf. Eine solche zeigen auch die Alaninmutante im hLHR und die Serinmutanten bei-
der Rezeptoren (vgl. Tabellen 5 und 6).  
Die Neigung von Mutanten der Aminosäureposition N1.24 zu einer konstitutiven Aktivität ist 
für den TSHR bereits bekannt [33,52]. N1.24 scheint in einer Region zu liegen, die wichtig für 
die Rezeptoraktivierung ist und sich räumlich in einer Position zu befinden, die für die Stabili-
sierung einer aktiven Konformation prädestiniert ist. N1.24 liegt in der dritten Cysteinbox, die 
durch Disulfidbrücken mit der zweiten Cysteinbox interagiert. Die Strukturen liegen an einer 
Kontaktstelle zwischen dem extrazellulären N-Terminus und der Transmembrandomäne. Es 
wird angenommen, dass es sich beim Asparagin an der Position 1.24 um einen Wasserstoff-
brückenakzeptor handelt und dass ein Netzwerk aus Wasserstoffbrückenbindungen eine dicht 
gepackte Umgebung schafft, zu der neben N1.24 (N406) auch N1.21 (N403) im TSHR beiträgt. 
Interaktionen dieser beiden Reste können dabei sowohl mit dem Transmembrankern und des-
sen extrazellulären Schlaufen, als auch dem N-Terminus bestehen und die Aufrechterhaltung 





die in einer Destabilisierung der dicht gepackten Umgebung resultieren, können eine Konfor-
mationsänderung in Richtung der aktiven Rezeptorstruktur induzieren [33,52]. Eine Stabilisie-
rung der inaktiven Konformation eines spezifischen Rezeptorbereiches durch Wasserstoffbrü-
ckeninteraktionen ist bereits für den Transmembrankern erwiesen [117–119].  
Ausgehend von diesen Annahmen, den generierten Daten und des Homologiemodells des 
hSTHR (vgl. Abbildung 12) kann angenommen werden, dass das Asparagin an Position 1.24 
sich eingebettet in einer dicht gepackten Umgebung, bestehend aus der Sequenz  
FNPCEDIMGY, den vorangehenden Aminosäureresten bis P1.18 (P400), dem N-Terminus 
und transmembranen Rezeptorbereichen befindet. In der Aufsicht in Abbildung 12 ist die 
gleichzeitige räumliche Nähe zur Leucine-rich-repeat-Domäne, der Hinge-Region sowie der 
zweiten extrazellulären Schlaufe erkennbar. Anhand des Homologiemodells sind Wasserstoff-
brückeninteraktionen von N1.24 mit dem Rückgrat des Serins an Position 281 denkbar. Der 
Serinrest ist in einem helikalen sekundären Strukturelement in der letzten Wiederholung der 
LRRD lokalisiert. Seine Relevanz für die Rezeptoraktivierung ist bereits durch pathogene Mu-
tationen und vorangegangene Mutationsstudien erwiesen [77,80,132,151,153]. Die Helix kann 
als Angelpunkt während der Rezeptoraktivierung durch Hormone oder Antikörper dienen [154]. 
Eine Interaktion mit der Aminosäureposition S281 wird in vorangegangenen Arbeiten eher aus-
geschlossen [33]. Aminosäuresubstitutionen und damit verbundene Veränderungen der Länge 
und Ausdehnung der Seitenkette an Position 1.24 (wie zum Beispiel durch Alanin oder Phe-
nylalanin) erhalten scheinbar die Struktur der agonistischen Einheit, führen aber zu einer loka-
len Destabilisierung des Wasserstoffbrückennetzwerkes und so zu einer konstitutiven Rezep-
toraktivität. Es scheint dabei ein Zusammenhang zwischen der räumlich eingegrenzten Struk-
turänderung und dem Ausmaß der Basalaktivität zu bestehen, wie er ebenso für Mutationen 
des Ser277 (hLHR) beziehungsweise Ser281 (hTSHR) beschrieben wird [151,153]. Dass auch 
Modifikationen potentieller Interaktionspartner, wie Ser281, benachbarter Aminosäuren inner-
halb des intramolekularen Agonists, wie Pro407 (auf die Rolle dieses Aminosäurerestes wird im 
Weiteren noch näher eingegangen), beziehungsweise in räumlicher Nähe lokalisierter Amino-
säuren, wie I568 in der zweiten extrazellulären Helix, die GPHR konstitutiv aktivieren können, 
unterstützt die Annahme einer hohen Relevanz stabilisierender Interaktionen des N1.24 und 
dessen Umgebung. Interaktionen der p10-Region mit den extrazellulären Schlaufen (beispiels-
weise mit V656 und I568 im hTSHR) werden auch in einem unabhängigen, neuen Modell ange-
nommen [155].  
 
Substitutionen der Position P1.25 (Pro352 im hLHR, Pro407 im hTSHR) führen im hLHR ent-
weder zu einem starken Anstieg (Ala, Asp, Asn und Ser; 150 bis 270 % der Expression des 





Tabelle 5). Derart hohe Expressionen sind bei den korrespondierenden Substitutionen Ala, 
Asp und Asn im hTSHR nicht zu verzeichnen (vgl. Tabelle 6). Lediglich P407D wird annähernd 
wildtypähnlich exprimiert. Unabhängig von der Expression sind die getesteten hLHR-Kon-
strukte kaum mit hCG aktivierbar. Eine Stimulation der gezeigten hTSHR-Mutanten mit TSH 
ist möglich, wenngleich nicht die wildtypische Aktivität erreicht wird (30 bis 70 % der Aktivität 
des Wildtyps). Allerdings führen Aminosäuresubstitutionen (Ala > Asp > Asn) im hTSHR zu 
einer messbaren konstitutiven Aktivität der Rezeptorkonstrukte. Die erhöhte basale Aktivität 
der Mutante P407D wird in der Literatur ebenso gezeigt wie die verringerte TSH-induzierte Ak-
tivität der Alaninmutante [52].  
Die zumeist deutlichen Expressionsunterschiede im Vergleich zum Wildtyp deuten auf eine 
starke Beeinflussung der lokalen dreidimensionalen Rezeptorstruktur durch die Aminosäu-
resubstitutionen hin. Die cis-Amindbindung innerhalb des Prolinrestes kann relevant für die 
Einnahme einer spezifischen Raumstruktur der p10-Region sein und die für die Stabilität des 
aktiven Zustandes erforderliche Orientierung und Positionierung dieser vermitteln. Aus der 
fehlenden, von der Oberflächenexpression unabhängigen Aktivität der hLHR-Prolinmutanten 
ist eine Einnahme von Konformationen abzuleiten, die unfähig sind, die hormondinduzierte 
Aktivierung weiterzuleiten. Es ist eine Beteiligung des Prolins an Position 1.25 an der Stabili-
sierung des intramolekularen Agonists in der aktiven Rezeptorkonformation zu folgern. Das 
Prolin liegt benachbart zur stabilisierenden Disulfidbrücke zwischen C280 und C353 (hLHR), be-
ziehungsweise C284 und C408 (hTSHR).  
Anhand des Homologiemodells ist ersichtlich, dass die spezifische Struktur des Prolins der 
p10-Region eine gewisse strukturelle Flexibilität zu verleihen scheint. Diese kann für die kor-
rekte Ausrichtung und Einpassung in eine unter anderem durch den Transmembranbereich 
mit seinen extrazellulären Schlaufen gebildete Bindungstasche und somit für die volle Rezep-
toraktivierung erforderlich sein. Vermutlich ist insbesondere die durch P1.25 vermittelte Aus-
richtung der benachbarten Aminosäurereste Glu409 und Asp410, deren Funktion im Weiteren 
näher erläutert wird, relevant. Der Austausch des Prolins an der Position 1.25 führt zu einer 
rigideren, anders stabilisierten Rezeptorkonformation, die insbesondere im hLHR keine Initiie-
rung der Signalkaskade zulässt (vgl. Tabellen 5 und 6). Diese Annahmen werden durch die 
Daten früherer Studien gestützt [52]. Die durch eine Aminosäuresubstitution initiierte konstitu-
tive Aktivität und die damit assoziierte Bedeutung für die Stabilisierung eines partiell aktiven 
basalen Zustandes des hTSHR werden auch in der Literatur für Pro407 sowie das in der Nähe 
befindliche Pro400 beschrieben [52]. Letzteres kann mithilfe des Homologiemodells der agonis-
tischen Einheit zugeordnet werden. Die konstitutive Aktivierung der Pro407-Mutanten im 
hTSHR, wie beispielsweise P407A, kann auf die Abstoßung eines Wasserstoffbrückenakzep-





[52]. Wie bereits beschrieben, kann daraus eine Destabilisierung des im basalen Zustand des 
hTSHR bestehenden stabilisierenden Wasserstoffbrückennetzwerkes resultieren.  
Im Datensatz zur Position 1.25 sind Unterschiede in der Auswirkung identischer Aminosäu-
resubstitutionen auf die Oberflächenexpression, basale sowie hormoninduzierte Aktivität des 
hLHR im Vergleich zum hTSHR ersichtlich. Prolinmutationen wirken sich funktionell stärker 
auf den hLHR aus und prädisponieren die Konstrukte, im Gegensatz zu den hTSHR-Mutanten, 
nicht für eine ligandenunabhängige Aktivität. Diese individuellen Eigenschaften können mit 
den im hTSHR weniger ausgeprägten strukturellen Beschränkungen innerhalb der Transmem-
brandomäne in Verbindung stehen, die für die grundlegende Basalaktivität des Rezeptors ver-
antwortlich sind und bereits erläutert wurden [117–119,156]. Möglicherweise bestehen zudem 
ähnliche Unterschiede in dem bereits beschriebenen N-terminalen Netzwerk aus Wasserstoff-
brückenbindungen, dem auch N1.24 angehört (vgl. Diskussion der Position N1.24). 
 
Die extrazellulären Domänen des hLHR und hTSHR beinhalten mehrere den N-Terminus 
definierende und stabilisierende Disulfidbrücken. Diese sind an der Ausbildung der bereits be-
schriebenen dicht gepackten und durch Interaktionen gekennzeichneten Struktur beteiligt, die 
Teile des N-Terminus, der Hinge-Region und des Transmembrankernes einschließt [33,52]. 
Das Cystein an der Position 1.26 (Cys353 im hLHR, Cys408 im hTSHR) ist Teil einer hochkon-
servierten Disulfidbrücke zwischen Cys280 und Cys353 im hLHR beziehungsweise Cys284 und 
Cys408 im hTSHR [33,48,52,53]. Diese Disulfidbrücken sind essentiell für die Expression und 
Funktionalität des hLHR sowie des hTSHR. Auch im hTSHR-Homologiemodell (vgl. Abbil-
dung 12) ist erkennbar, dass die hochkonservierte Disulfidbrücke zwischen C408 und C284 im 
C-Terminus der LRRD essentiell für die Lokalisation der verschiedenen Rezeptorbereiche in 
dichter räumlicher Nähe ist. Sie ist an der Definition der hTSHR-Konformation beteiligt. Jegli-
che der eingeführten Aminosäuresubstitutionen an Position C1.26 führt zu einer Störung der 
stabilisierenden Interaktionen und resultiert bei den hLHR- sowie hTSHR-Konstrukten, bis auf 
hLHR C353N, in sehr schwachen Oberflächenexpressionen. Bei sämtlichen Rezeptorkonstruk-
ten erfolgt keine Aktivierung durch die Stimulation mit dem Liganden hCG beziehungsweise 
bTSH.  
Die Daten zeigen, dass die Substitution des Cysteinrestes innerhalb der p10-Region des 
hLHR sowie hTSHR zu einer gravierenden Störung der Gesamtstruktur des Rezeptors führt. 
Diese kann mit einer fehlerhaften Faltung, dem fehlenden Transport zur Zelloberfläche, dem 
beeinträchtigten Einbau in die Zellmembran und einem daraus resultierenden Funktionsverlust 
assoziiert sein. Der hier gezeigte Expressions- und Funktionsverlust von Cysteinmutanten 
stimmt mit den Daten früherer Arbeiten überein, in denen der Cysteinrest im hLHR durch Ala-





gezogen werden, dass neu gebildete, alternative Disulfidbrücken die Gesamtstruktur des Re-
zeptors modifizieren und zu einem intrazellulären Rückhalt fehlgefalteter Rezeptorproteine 
führen können. Obwohl die Gesamtexpression der des Wildtyps entspricht, sind die Cystein-
mutanten des hTSHR auch mit dem niedermolekularen Agonist E2 nicht stimulierbar. Die Sub-
stitution des nativen N-Terminus durch den des M3-Rezeptors, die im Weiteren noch näher 
diskutiert wird, und die damit verbundene Steigerung der Oberflächenexpression führen 
ebenso lediglich zu einer partiellen Aktivierbarkeit der hTSHR-Konstrukte mit E2 (vgl. Ta-
belle 8, [141]). Das Fortbestehen der Aktivierbarkeit deutet jedoch darauf hin, dass die Position 
C1.26 nicht signifikant zu einer Strukturierung der TMD beiträgt.  
 
Die Aminosäureposition E1.27 (Glu354 im hLHR, Glu409 im hTSHR) erfordert exakt die räum-
liche Struktur und negative Ladung der Glutamatseitenkette. Keines der untersuchten artifizi-
ellen Rezeptorkonstrukte mit einer Mutation an der Position 1.27 weist eine wildtypische Akti-
vität auf, obwohl mehrere der Mutanten zu mehr als 50 % des Wildtyps exprimiert werden 
(E354C/F/K/P/Q/S und E409D/K/Q/S). Die E2-induzierte Aktivität der Mutante E409K über die des 
Wildtyps hinaus sowie die Restaktivierbarkeit der weiteren Glutamatmutanten des hTSHR mit 
E2 verdeutlichen, dass die Mutationen keine Störung der Signaltransduktion der Transmemb-
randomäne bewirken. Auffällig ist der große Expressionsunterschied der Aspartatmutanten 
(E1.27D) zwischen dem hLHR und dem hTSHR. Beide Mutanten sind nicht aktivierbar. 
Selbst eine Substitution der Position E1.27 mit den Aminosäuren Aparagin, Aspartat und 
Glutamin, die strukturell ähnliche Seitenketten besitzen, wird nicht toleriert. Sie können die 
Funktion des Glutamatrestes nicht imitieren. Dies unterstreicht die Notwendigkeit der Erfüllung 
genau definierter struktureller Anforderungen an die E1.27-Seitenkette und indiziert ihre Invol-
vierung in genau definierte Interaktionen.  
Anhand der im hTSHR-Homologiemodell (vgl. Abbildung 12) erkennbaren räumlichen An-
ordnung ist eine Interaktion des Glutamatrestes an Position 409 mit dem Lysin an Position 660 
(Lys6.35, Lys605 im LHR) denkbar. Die Aminosäureposition Lys6.35 befindet sich am Übergang 
der dritten extrazellulären Schlaufe und der siebten Transmembranhelix. Sie ist für die Expres-
sion und Aktivierung aller drei GPHR essentiell und toleriert keine Substitution [158–161]. Die 
Interaktion zwischen Glu409 und Lys660 wird auch in dem bei der Erläuterung möglicher N1.24-
Interaktionen bereits erwähnten unabhängigen Modell vorgeschlagen [155]. Sie wurde jedoch 
durch die Generation einer Doppelmutante mit den komplementären Aminosäuresubstitutio-
nen bislang nicht nachgewiesen. Diese ist, ebenso wie die Einfachmutanten, durch einen 





des Lys660 zu einer negativ geladenen Aminosäure als auch das Generieren von Doppelmu-
tanten in Schwierigkeiten bei der Rezeptorfaltung und dem Rezeptortransport resultieren 
[159].  
Die hohe Relevanz der Posititon E1.27 wird aus den Daten mehrerer Mutagenesestudien 
im hLHR und hTSHR deutlich [52,67,159,162]. Weiterhin ist die den LH-Rezeptor vollständig 
inaktivierende Lysinmutation der Position Glu354 (E1.27K) eine natürlich auftretende Mutation, 
die in einer Familie mit Hypogonadismus nachgewiesen ist. Die auf dem Exon elf lokalisierte 
Mutation wird dabei autosomal-rezessiv vererbt [67].  
Die Gesamtheit der Daten zeigt, dass es sich beim Aminosäurerest Glutamat an Position 
1.27 um eine hochrelevante Aminosäureposition handelt, die für die Einnahme der aktiven 
Rezeptorkonformation unabdingbare Eigenschaften besitzt. 
 
Eine für die Rezeptorfunktion hohe Relevanz weist, ebenso wie E1.27, der Aspartatrest an 
Position 1.28 (Asp355 im hLHR, Asp410 im hTSHR) auf. Er ist im hLHR sowie hTSHR durch eine 
sehr geringe Toleranz gegenüber Aminosäuresubstitutionen gekennzeichnet. Die Mutanten 
mit einer Asparaginmutation im hLHR (D355N) und einer Serinmutation im hTSHR (D410S) sind 
mit hCG beziehungsweise TSH stimulierbar, erreichen jedoch nicht die wildtypische Aktivität. 
D410E und D410N weisen eine bTSH-induzierte Restaktivität auf, während die weiteren gene-
rierten Mutanten nicht aktivierbar sind. Der Erhalt der E2-Aktivierbarkeit zeigt, dass die Muta-
tionen die Intaktheit und Funktionalität der TMD nicht beeinträchtigen (vgl. Tabellen 5 und 6).  
Die Daten zahlreicher Mutagenesestudien beschreiben einen Funktionsverlust bei der Sub-
stitution des Glutamats durch Alanin, Glutamin und Lysin [52,69,138,159,162]. Die Asparagin-
mutation (D410N) wurde als eine den hTSHR inaktivierende, autosomal-rezessiv vererbte Mu-
tation in einer Familie mit Hypothyreoidismus gefunden, was darauf hindeutet, dass die ver-
bleibende Funktionalität der Mutante in vivo nicht ausreicht [78]. Die in dieser Arbeit erhobenen 
Daten widersprechen dem letzteren Befund. Allerdings wird anhand der Daten einer früheren 
Arbeit deutlich, dass die drei verschiedenen GPHR funktionell unterschiedlich auf Substitutio-
nen der konservierten, negativ geladenen Glutamat- und Aspartatreste sowie auf die Verwen-
dung von Puffern verschiedener Ionenstärke reagieren. Die Funktionalität der beiden Reste 
E1.27 und D1.28 bei der ligandeninduzierten Aktivierung des hLHR ist von der Natriumionen-
konzentration abhängig, während im hTSHR und hFSHR keine besondere Beeinflussung 
nachgewiesen ist. Die Studie offenbart, dass identische Aminosäuresubstitutionen der homo-
logen Rezeptoren in Abhängigkeit von der Ionenstärke zu unterschiedlichen funktionellen Ei-
genschaften führen können [163]. Eine unterschiedliche Sensitivität der LH- und TSH-Rezep-
toren gegenüber geringen Natriumkonzentrationen, die sich auf die Basalaktivität auswirkt, 





GPHR sind sowohl Unterschiede zwischen den Daten der Literatur und dieser Arbeit als auch 
zwischen den nachgewiesenen Eigenschaften der korrespondierenden hLHR- und hTSHR-
Mutanten zu erklären.  
Die in der Literatur beschriebene mögliche Rolle des Asp410 als Interaktionspartner des Ly-
sins an Position 660 kann aus dem hTSHR-Homologiemodell (vgl. Abbildung 12) nicht gefol-
gert werden [159]. In diesem liegt die Seitenkette des Aspartats zu weit von der Lysinseiten-
kette entfernt.  
Aus den erhobenen Daten lässt sich die zwingende Notwendigkeit eines negativ geladenen 
Aminosäurerestes an Position D1.28 für die einwandfreie GPHR-Funktion schließen. Die meis-
ten Aminosäuresubstitutionen induzieren, ebenso wie für E1.27 erwiesen, eine nicht aktivier-
bare Rezeptorkonformation. Für beide Positionen kann anhand der vorliegenden Daten keine 
Aminosäuresubstitution identifiziert werden, die eine konstitutive Aktivierung hervorruft. Dies 
steht im Kontrast zu benachbarten Aminosäuren, wie N1.24. Die Daten machen deutlich, dass 
E1.27 sowie D1.28 essentiell für die Stabilisierung der aktivierbaren Rezeptorkonformation 
sind, die nach der Hormonbindung die Induktion der Signaltransduktion vom N-Terminus zur 
TMD ermöglicht. Die beiden negativ geladenen Aminosäurereste Glu409 und Asp410 werden 
auch in weiteren Arbeiten als Schlüsselpositionen in der Weiterleitung der Informationen be-
schrieben. Ihren Aminosäureseitenketten wird eine Rolle als „aktivierende Komponente“ oder 
„konformationeller Schalter“ zugeschrieben. Mit der Unterstützung benachbarter Aminosäu-
rereste werden sie in eine genau definierte Orientierung gebracht, die für die Signaltransduk-
tion nötig ist [52,69,138,159,162]. Für diese exakte Positionierung kann, wie zuvor beschrie-
ben, insbesondere die spezifische Struktur des Prolinrestes an Position 1.25 bedeutend sein. 
Ausgehend von der Ausbildung eines dichten Netzwerkes um die p10-Region, welches durch 
Wasserstoffbrückenbindungen und Disulfidbrücken stabilisiert wird, ist im aktiven Rezeptorzu-
stand von der Lokalisation des Glutamat- und Aspartatrestes in einer genau definierten Um-
gebung auszugehen, die nur die entsprechende Größe und Ladung dieser Reste toleriert.  
 
Substitutionen der Aminosäureposition I1.29 (Ile356 im hLHR, Ile411 im hTSHR) führen in fast 
allen Fällen zu einer Verhinderung der Oberflächenexpression, die mit einem Verlust der Ak-
tivierbarkeit verbunden ist (vgl. Tabellen 5 und 6). Lediglich die hLHR-Mutante I356F wird zu 
mehr als 50 % des Wildtyps exprimiert, ist jedoch ebenfalls nicht aktivierbar. Der Expressions- 
und Funktionsverlust der GPHR nach der Substitution des Isoleucinrestes wurde anhand eines 
Alaninscans bereits nachgewiesen [139]. In der Literatur wird eine exprimierte und vollständig 
funktionsfähige Valinmutante des LHR der Ratte beschrieben [138]. Die Funktionalität dieser 





das Erfordernis einer hydrophoben, nichtaromatischen Aminosäure an dieser Position hindeu-
ten. Anhand der Daten ist dem Isoleucinrest eine wichtige, strukturgebende Funktion zuzuord-
nen, die die Rezeptorstabilität, seinen Transport zur Zelloberfläche und den Einbau in die Zell-
membran gewährleistet.  
 
Die meisten Aminosäuresubstitutionen an der Position M1.30 (Met357 im hLHR, Met412 im 
hTSHR) werden nicht toleriert. Lediglich die hLHR-Mutante M357C und die hTSHR-Mutanten 
M412F sowie M412L sind deutlich mit hCG beziehungsweise bTSH und E2 stimulierbar. Die Mu-
tanten werden wildtypähnlich (hLHR) beziehungsweise mehr als wildtypisch exprimiert 
(hTSHR). Weiterhin besteht eine Restaktivierbarkeit der hLHR-Konstrukte M357L sowie M357S. 
Im hTSHR weisen M412C sowie M412S eine geringe Aktivierbarkeit auf, die allerdings mit ihrer 
geringen Expression assoziiert sein kann. Keine der getesteten M1.30-Mutanten verfügt über 
eine konstitutive Aktivität.  
Die verringerte beziehungsweise fehlende Expression der meisten Methioninmutanten, die 
mit dem Verlust ihrer Aktivierbarkeit korreliert, deutet auf eine Relevanz dieser Aminosäurepo-
sition für die Rezeptorstabilität, -faltung, den Transport der Rezeptoren an die Zelloberfläche 
und deren Insertion in die Zellmembran hin. Zudem ist eine Beteiligung der Seitenkette von 
M1.30 an der Ausbildung der aktiven Konformation der Transmembrandomäne denkbar. Diese 
Annahme ist mit der reduzierten Aktivierbarkeit der M3-hTSHR-Mutanten M412G und M412P 
durch den niedermolekularen Agonist E2 zu begründen, obwohl ihre Oberflächenexpression 
mithilfe der Subsitution des nativen durch den M3-N-Terminus sichergestellt wurde. Der Aus-
tausch des N-Terminus der GPHR und sein Einfluss auf die Rezeptorfunktion und wird im 
Weiteren näher erläutert.  
Neben I1.29 scheint auch M1.30 eine wichtige strukturgebende Funktion zu besitzen, die 
die korrekte Rezeptorkonformation gewährleistet und die Rezeptoraktivierung durch die p10-
Region zulässt. Die strukturelle Rigidität und die Intoleranz von Aminosäuresubstitutionen der 
beiden Reste sowie ihre im Homologiemodell erkennbare Lage deuten darauf hin, dass sie 
den Übergang des N-Terminus zur ersten Transmembranhelix beziehungsweise den N-Ter-
minus der ersten Transmembranhelix darstellen (vgl. Abbildung 12). Sie sind Strukturele-
mente, die die Gesamtarchitektur des Rezeptors sichern, die eine Aktivierung ermöglicht. 
Die dem in dieser Arbeit gezeigten Datensatz zu entnehmenden Eigenschaften des Glycins 
an Position 1.31 (Gly358 im hLHR, Gly413 im hTSHR) weisen nach, dass dieses entscheidend 
an der Regulation der Aktivität der GPHR beteiligt ist. Es fällt auf, dass die Aminosäuresubsti-
tutionen zu Alanin, Asparagin, Prolin, Serin und Valin im hLHR zu einer Erhöhung der Basa-
laktivität führen (vgl. Tabelle 5). In der Literatur werden für die Alanin- und Phenylalaninmu-





beschrieben, für die Basalaktivität der Konstrukte sind jedoch keine Daten angegeben [138]. 
Im hTSHR ist eine Steigerung der basalen Aktivität mit den Substitutionen der Position G413 
zu Asparagin, Prolin beziehungsweise Valin assoziiert. Die Alaninmutante weist im hTSHR, 
anders als im hLHR, keine konstitutive Aktivität über die des Wildtyps hinaus auf (vgl. Ta-
belle 6). Die höchsten Basalaktivitäten in beiden GPHR zeigen die jeweiligen Prolinmutanten 
(G1.31P).  
Die Oberflächenexpressionen sowie hormoninduzierten Aktivitäten der verschiedenen arti-
fiziellen Konstrukte beider Rezeptoren spiegeln eine große Varianz wieder. Lediglich G358V 
wird wildtypähnlich exprimiert, alle weiteren Mutanten des hLHR weisen eine verringerte be-
ziehungsweise gesteigerte Expression auf. Dabei fällt die drastische Erhöhung bei 
G358A/D/N/P bis auf etwa 200 % der Wildtypexpression auf, die bei den zugehörigen hTSHR-
Mutanten nicht festgestellt werden kann. Die Alanin-, Asparagin- und Prolinsubstitutionen im 
TSHR werden wildtypähnlich, die Leucin- und Valinmutationen deutlich verringert und die As-
partatmutation leicht gesteigert exprimiert. Es sind deutliche Expressionsunterschiede der Ala-
nin-, Prolin und Valinsubstitutionen zwischen dem hLHR und dem hTSHR zu bemerken. 
Ebenso erbringt der Vergleich der hormoninduzierten Aktivierbarkeit korrespondierender Mu-
tanten beider Rezeptoren wesentliche Unterschiede. Beispielsweise ist G413P ist etwa wildty-
pisch aktivierbar, während die Prolinmutation im hLHR (G358P) nahezu eine Verdopplung der 
Aktivität des Wildtyps induziert. Die Stimulation von G358V führt zu einer gegenüber dem Wild-
typ erhöhten, die von G413V zu einer verringerten Aktivität.  
Unabhängig von der Expression oder hormoninduzierten Aktivierbarkeit sind sämtliche 
hTSHR-Mutanten der Position G413 hoch mit E2 stimulierbar. Dabei ist für die Asparagin, Pro-
lin- und Valinmutante die in 3.3 beschriebene Korrelation mit der Basalaktivität zu beachten. 
Sie führt zu einer gegenüber dem Wildtyp deutlich erhöhten E2-induzierten Aktivität, für G413P 
und G413V ist nahezu eine Verdopplung zu verzeichnen (vgl. Tabelle 6). Lediglich die Mutante 
G413L weist auch ohne Basalaktivität eine hohe E2-Aktivierung auf, die jene des Wildtyps über-
steigt. 
Die Daten zeigen, dass G1.31 eine essentielle Funktion in der Regulation der Rezeptorak-
tivität einnimmt. Ausgehend von der Annahme, dass die Aminosäurereste I1.29 und M1.30 
den Übergang des N-Terminus zur ersten Transmembranhelix darstellen, handelt es sich bei 
G1.31 um den ersten Aminosäurerest der ersten Transmembranhelix. Die Unterschiede zwi-
schen den nachgewiesenen Eigenschaften der hLHR- und hTSHR-Konstrukte mit Mutationen 
des Glycins können in der individuellen Sekundär- und Tertiärstruktur der GPHR in diesem 
Bereich begründet liegen. Die Strukturunterschiede der GPHR innerhalb ihrer Transmembran-





scher Reste. Diese lösen auch die bereits erläuterten im LHR stärkeren konformationellen Be-
schränkungen aus, die eine basale Aktivität weitestgehend verhindern, während diese im 
TSHR grundlegend vorhanden ist. Die geringeren Beschränkungen führen im hTSHR weiter-
hin zu einer größeren Veranlagung durch Mutationen aktiviert zu werden [117–119,156]. 
Die geringe Anzahl an Mutanten mit wildtypischen Eigenschaften und die hohe Anzahl an 
Rezeptorkonstrukten mit einer hohen basalen Aktivität deuten auf eine Funktion der Position 
G1.31 als eine Art “molekularer Schalter” hin, der abhängig von der Aminosäureseitenkette 
zur Stabilisierung der aktiven oder inaktiven Rezeptorkonformation beiträgt. Insbesondere die 
hohe konstitutive Aktivität der G1.31P-Mutante im hLHR und hTSHR unterstützt diese Hypo-
these. Durch die cis-Amidbindung innerhalb des Prolinrestes kann eine konformationelle Än-
derung des Aminosäurerückgrates und die Einnahme einer spezifischen Raumstruktur und 
Orientierung der p10-Region forciert werden, die zur Einnahme einer aktiven Rezeptorkonfor-
mation führt. Den konstitutiv aktivierenden Glycinmutanten, insbesondere G1.31P, kann somit 
eine ähnliche Funktion zugeschrieben werden, wie sie für die Mutation D6.44H in der sechsten 
Transmembranhelix bekannt ist. Auch diese Position fungiert als eine Art “Schalter”, der durch 
die Aminosäuresubstitution zur Rezeptoraktivierung führen kann.  
 
Die zehnte Aminosäureposition der p10-Region, Y1.32 (Tyr359 im hLHR, Tyr414 im hTSHR) 
liegt, entsprechend der vorangegangenen Erläuterungen, ebenso wie G1.31 innerhalb der ers-
ten Transmembranhelix. Die meisten der generierten Rezeptorkonstrukte werden wildtypähn-
lich exprimiert und weisen eine hormoninduzierte Rezeptoraktivierung von etwa 30 bis 85 % 
der des Wildtyps auf, darüber hinaus sind alle hTSHR-Mutanten mit E2 aktivierbar. Die Lysin-
mutation im hLHR (Y359K) führt zu einer hCG-induzierten Aktivität von mehr als 150 % der des 
Wildtyps. Keine der Mutanten zeigt einen vollständigen Funktionsverlust. Damit übereinstim-
mend weisen auch vorangegangene Mutagenesestudien kaum einen Effekt einer  
Alanin-, Asparagin- beziehungsweise Phenylalaninmutation auf die Rezeptorexpression 
und -funktion im LHR nach [138]. Eine Basalaktivität besitzt, trotz einer sehr geringen Expres-
sion, lediglich die hTSHR-Mutante Y414G. Die Glycinseitenkette stellt die kürzeste aller Amino-
säureseitenketten dar. Sie gestattet eine Flexibilität innerhalb der ersten Transmembranhelix 
des hTSHR, die die Einnahme der aktiven Konformation begünstigt.  
Insgesamt bestehen viele Gemeinsamkeiten zwischen den Tyrosinmutanten im hLHR und 
hTSHR im Bezug auf deren hormoninduzierten Aktivitäten. Ein Unterschied zeigt sich in der 
Auslösung einer konstitutiven Aktivität. Möglicherweise besteht ein Zusammenhang mit dem 
Vorliegen der größeren konformationellen Flexibilität innerhalb des Transmembrankernes des 





ist [117–119,156]. Diese wurde bereits als Möglichkeit für funktionelle Unterschiede unter den 
P1.25- und G1.31-Mutanten beschrieben (vgl. Diskussionen der Positionen P1.25 und G1.31).  
Interessant ist ein in der Literatur beschriebener “rettender” Effekt von Alanin- und Aspar-
tatmutationen der Position Y1.32 (Y359A/D) auf die Oberflächenexpressionen von E1.27- 
(E354A/D) und D1.28-Mutanten (D355A/E), obwohl die Tyrosineinfachmutanten selbst beein-
trächtigte Expressionen und Rezeptorfunktionen aufweisen. Die Aktivierbarkeit der Glutamat- 
und Aspartatmutanten wird durch die zusätzlich eingeführten Mutationen nicht wiederherge-
stellt. Die Expression der Mutanten P352A und P352D ist durch eine zusätzlich eingeführte Y359A- 
beziehungsweise Y359D-Mutation reduziert. [138]. Die durch die Mutationen der verschiedenen 
Aminosäurereste der p10-Region induzierten Konformationsänderungen scheinen miteinan-
der zu interferieren. Den Daten entsprechend wird der Position Y1.32 eine Funktion in der 
Rezeptorstabilisierung zugeschrieben.  
Dem Homologiemodell (vgl. Abbildung 12) ist zu entnehmen, dass die aromatische Seiten-
kette des Tyrosins zentral zwischen zwei weiteren Tyrosinresten des TSHR, Tyr279 in der LRR-
Domäne und Tyr481 in der ersten extrazellulären Schlaufe, lokalisiert sein kann. Eine Funktion 
der beiden genannten Reste in der Expression funktionaler TSH-Rezeptoren und deren Sig-
naltransduktion ist aus vorangegangenen Studien bereits bekannt. Die Funktion wird nicht be-
einträchtigt, wenn eine Substitution durch andere aromatische Seitenketten (wie Phenylalanin 
oder Tryptophan) erfolgt. Es wird angenommen, dass die genannten Positionen Teil einer aro-
matischen Umgebung in der Nähe des konservierten Serinrestes an Position 281 sind [153]. 
Die Möglichkeit der Interaktion des Tyr414 mit den hochkonservierten Resten Tyr279 und Tyr481 
und des Beitrages zu dieser aromatischen Umgebung unterstützt erneut die Annahme, dass 
die Reste der p10-Region innerhalb einer dicht gepackten Struktur liegen, die, wie bereits be-
schrieben, durch Disulfidbrücken, Wasserstoffbrückenbindungen und möglicherweise elektro-
statische Interaktionen zwischen N-terminalen und transmembranen Determinanten stabili-
siert wird [33,52]. Das Erfordernis eines aromatischen Restes an Position 1.32, welcher räum-
lich nahe dem hochkonservierten Serin an Position 277 lokalisiert ist, ist auch für die Expres-
sion des hLHR gezeigt, in dem ebenso eine Phenylalaninsubstitution toleriert wird [164]. 
Die strukturierte Betrachtung der individuellen Aminosäurepositionen der p10-Region, der 
aus verschiedenen Substitutionen resultierenden funktionellen Veränderungen und der daraus 
abzuleitenden relevanten Eigenschaften trägt zu einer Erweiterung und Korrektur bisheriger 
Modelle bei. Es ist eine genaue Vorstellung über die Lokalisation einzelner Aminosäurereste 
der Sequenz FNPCEDIMGY innerhalb der Gesamtstruktur des Rezeptors, deren Orientierung 
und der potentiellen Interaktionen ihrer Seitenketten möglich.  
Die Daten der durchgeführten umfassenden Mutagenesestudie verdeutlichen, dass inbe-





von der Hormonstimulation unabhängige Signalweiterleitung aufweisen. Substitutionen an die-
sen Positionen führen durch konformationelle Änderungen am ehesten zu konstitutiven Aktivi-
täten, wie sie beispielsweise für N1.24S und G1.31P nachgewiesen sind (vgl. Tabellen 5 
und 6). Die gesteigerte Aktivität der Mutanten durch die Stimulation mit GPH deutet darauf hin, 
dass diese Positionen als „konformationelle Schalter“ fungieren, die zur Stabilisierung eines 
teilweise aktiven Zustandes des intramolekularen Agonists beitragen. Die beiden Positionen 
stehen, wie auch F1.23, in Wechselwirkung mit spezifischen Aminosäuren der extrazellulären 
Schlaufen (beispielsweise I486, I568 und V656 im hTSHR), der TMD (Y643 im hTSHR) und des C-
Terminus der LRRD (S281/S277 im hTSHR/hLHR). Diese sind aus zahlreichen Mutagenesestu-
dien ebenso dafür bekannt als „molekulare Schalter“ zu agieren, die den aktiven Zustand in-
duzieren [77,80,132,139,151–153]. Auch auf das Prolin an Position 1.25 im hTSHR treffen die 
für N1.24 und G1.31 beschriebenen Eigenschaften zum Teil zu. P1.25 sowie M1.30 besitzen 
eine strukturgebende Funktion. Sie bringen die p10-Region in eine Konformation, die eine 
Strukturänderung während der Rezeptoraktivierung und die Einnahme des aktiven Rezeptor-
zustandes ermöglicht. Den Positionen E1.27 und D1.28 kann aufgrund ihrer Interaktionen mit 
weiteren Rezeptordeterminanten eine Schlüsselfunktion zugewiesen werden, die in der Stabi-
lisierung der aktiven Rezeptorkonformation liegt. Die Identität der Interaktionspartner ist dabei 
nicht final geklärt. Aus dem Homologiemodell (vgl. Abbildung 12) geht jedoch hervor, dass 
eine Interaktion von E1.27 mit dem Lysinrest an der Position 660 (Lys660, hTSHR), welches 
sich am Übergang der dritten extrazellulären Schlaufe und der siebten Transmembranhelix 
befindet, möglich ist. Demzufolge sind E1.27 und D1.28 und die Aminosäurepositionen F1.23, 
N1.24, G1.31 sowie Y1.32 in Interaktionen mit spezifischen weiteren Aminosäureresten invol-
viert, die direkt zur Stabilisierung der aktiven Rezeptorkonformation beitragen. F1.23, E1.27, 
D1.28 und Y1.32 sind darüber hinaus obligatorisch für die Stabilisierung der durch die Modifi-
kationen der p10-Region beziehungsweise des vollständigen intramolekularen Agonists indu-
zierten Rezeptorstruktur. Zur vollständigen intramolekularen agonistischen Sequenz werden 
auch die Positionen S277 des hLHR beziehungsweise S281 des hTSHR sowie die Aminosäu-
rereste vor der p10-Region, bis zur Position P400 im hTSHR, zugeordnet (vgl. Abbildung 12). 
Den Aminosäureresten C1.26 und I1.29 kommt eine essentielle Rolle für die Rezeptorfaltung, 
-stabilisierung, den Transport zur Zelloberfläche und die Funktionalität zu.  
 
Insgesamt ist anhand der Daten zu folgern, dass die p10-Region essentiell für die Definition 
einer aktivierbaren Rezeptorstruktur und die Induktion einer Anfälligkeit gegenüber der Akti-
vierung ist. Dies wird zum Beispiel durch inaktivierende Mutationen der Position P1.25 ver-
deutlicht. Weiterhin ist sie für den Wechsel des Rezeptors in den aktiven Zustand unerlässlich, 





notwendig für die Stabilisierung der aktiven Rezeptorkonformation. Daran sind die Positionen 
E1.27, D1.28 und Y1.32 beteiligt. Die diversen, hochrelevanten Eigenschaften der verschie-
denen p10-Positionen werden durch spezifische Charakteristika der Aminosäureseitenketten 
und deren Interaktionen mit spezifischen Rezeptordeterminanten vermittelt.  
4.2 Das Zusammenspiel verschiedener Rezeptorregionen reguliert die Signalaktivi-
tät der GPHR 
Die über die der hLHR- und hTSHR-Wildtypen hinaus durch die Hormonstimulation indu-
zierten Aktivitäten artifizieller Konstrukte und auch die durch die E2-Stimulation generierten 
hohen cAMP-Akkumulationen mehrerer hTSHR-Mutanten zeigen das Aktivierungspotential 
der GPHR. Zudem weisen viele der generierten hLHR- und hTSHR-Mutanten eine konstitutive 
Aktivität auf. Auffällig ist, dass alle Konstrukte durch die Ligandenstimulation über deren basale 
Aktivität hinaus aktivierbar sind und die Mutationen somit keine vollständig aktive Rezeptor-
konformation induzieren. Die Einnahme des maximal aktiven Zustandes der GPHR scheint 
lediglich durch hCG-, bTSH- beziehungsweise E2-induzierte Konformationsänderungen er-
reichbar und nicht durch das Einführen artifizieller Aminosäuresubstitutionen simulierbar zu 
sein (vgl. Tabellen 5 bis 8). 
Eine hohe konstitutive Aktivität kann durch das zielgerichtete Einfügen einer Mutation im N-
Terminus, in der p10-Region beziehungsweise innerhalb des Transmembrankernes ausgelöst 
werden. Wie Abbildung  6 sowie den Tabellen 5 und 6 zu entnehmen und in 4.1 und 4.2 be-
schrieben ist, resultiert sie unter anderem aus spezifischen Aminosäureaustauschen des Gly-
cins an der Position 1.31 im hLHR sowie hTSHR. Die G358P-Mutante des hLHR ist dabei die 
einzige, deren Basalaktivität nahezu der wildtypischen hormoninduzierten Aktivität entspricht. 
Es ist ihre im Vergleich zum Wildtyp mehr als verdoppelte Expression zu beachten. Die Posi-
tion G1.31 ist, vermutlich durch ihre Lage innerhalb der ersten Transmembranhelix, an der 
Regulation der Rezeptorfunktion beteiligt und fungiert als eine Art „molekularer Schalter“. Da-
für werden zwei Möglichkeiten in Betracht gezogen: Die Aminosäuresubstitutionen der Posi-
tion G1.31 können direkt strukturelle Reorganisationen der TMD induzieren oder die Konfor-
mation des intramolekularen Agonists so modulieren, dass dieser die TMD aktiviert. Die Iden-
tifizierung des genauen Mechanismus der durch G1.31-Mutationen induzierten Rezeptorakti-
vierung ist durch die Kombination des Konstruktes G1.31P mit weiteren Substitutionen inner- 
und außerhalb des intramolekularen Agonists umsetzbar, die in 3.7 beschrieben ist. Es wurden 
die ebenso aktivierenden hTSHR-Mutationen S281N, N406S und D633H sowie die korresponie-
renden hLHR-Mutationen S277N, N351S und D578H eingesetzt. Weiterhin ist eine Doppelmutante 
mit der inaktivierend wirkenden Substitution E1.27K charakterisiert. Interessant ist, dass in der 





unterschiedlichen räumlichen Regionen des hTSHR lokalisierter Mutanten beschrieben sind. 
Nur das Zusammenspiel multipler konformationeller Modifikationen kann die Einnahme eines 
vollständig aktiven Zustandes induzieren [165]. Die nähere Untersuchung der Interaktion zwi-
schen der p10-Region und den oberhalb von ihr liegenden Bereichen des N-Terminus bezie-
hungsweise der TMD ist anhand der Daten der Mehrfachmutanten mit Mutationen in den ver-
schiedenen Rezeptorregionen möglich. Die Daten offenbaren, ob die Kombination von G1.31P 
mit anderen aktivierenden Mutationen der Hinge-Region, der p10-Region beziehungsweise 
der TMD die GPHR in ihre vollständig aktive Konformation verschieben kann.  
Die Doppelmutanten S277N/G358P und N351S/G358P im hLHR weisen eine konstitutive Aktivi-
tät auf und können kaum über diese hinaus mit hCG stimuliert werden. Die nachgewiesenen 
hormoninduzierten Aktivitäten sind geringer als die der Mutante G358P allein (vgl. Tabelle 5). 
Im hTSHR weisen die korrespondierenden Doppelmutanten einen additiven Effekt der Basa-
laktivitäten der enthaltenen Einfachmutanten auf. Sie erreichen dennoch nicht die bTSH-indu-
zierte Aktivität von G413P. Dass die gemessenen absoluten Aktivitäten teils geringer als die 
der Wildtypen sind, resultiert gegebenenfalls aus der verringerten Expression der betroffenen 
Doppelmutanten (S277N/G358P und S281N/G413P). Die hLHR-Konstrukte G358P, D578H 
und G358P/D578H zeigen ähnlich hohe konstitutive Aktivitäten, welche nahezu der maximalen 
hCG-induzierten Aktivität des Wildtyps entsprechen. Im hTSHR entspricht die Basalaktivität 
der korrespondierenden Doppelmutante der der Einfachmutante D633H, die Aktivierung der 
Konstrukte durch bTSH ist im Vergleich zum Wildtyp verringert. Interessant ist, dass die Ba-
salaktivitäten der Doppelmutanten S281N/G413P und G413P/D633H des hTSHR im Vergleich 
zu der der G413P-Einfachmutante nahezu verdoppelt sind. Die Konstrukte sind, verglichen mit 
der zugehörigen bTSH-induzierten Aktivität, basal voll aktiv (vgl. Tabelle 6). Die N406S-Muta-
tion induziert in der generierten Dreifachmutante (vgl. Tabelle 6, 3.7) keine weitere Steigerung 
der konstitutiven oder hormoninduzierten Aktivität im Vergleich zur Doppelmutante 
G413P/D633H.  
Die korrespondierenden Doppelmutanten S277N/G358P und S281N/G413P sowie die 
G1.31P/D6.44H-Konstrukte induzieren die vollständig aktive Rezeptorkonformation des hLHR 
beziehungsweise hTSHR. Die Beurteilung wird dadurch unterstrichen, dass durch die Stimu-
lation mit den Hormonen und auch mit dem direkt in der Transmembrandomäne des hTSHR 
bindenden niedermolekulare Agonist E2 kaum eine weitere Steigerung über die Basalaktivität 
hinaus möglich ist. Dass die zusätzlich zu G1.31P vorliegenden Mutationen der vollständig 
aktiven Konstrukte im N-Terminus beziehungsweise innerhalb des Transmembranbereiches 
lokalisiert sind, spricht für die zweite der oben genannten Aktivierungsvarianten. Die G1.31P-
Mutation scheint eine Konformation der p10-Region zu erwirken, die den Übergang der Trans-





Die Position E1.27 ist eine hochrelevante Aminosäure, die während der Rezeptoraktivie-
rung eine Salzbrücke zum basischen Aminosäurerest K6.35 (K660 im hTSHR, K605 im hLHR) 
aufbauen kann, wie in 3.8 angeführt ist (vgl. Abbildung 12). Sie stellt eine Schlüsselposition 
während der Signalübermittlung vom extrazelluären zum transmembranen Rezeptorbereich 
dar. Der großen Relevanz dieser Position entsprechend resultiert jede Aminosäuresubstitution 
in einer Reduktion oder dem vollständigen Verlust der Rezeptorfunktion (vgl. Tabellen 5 
und 6). Die Doppelmutanten E1.27K/G1.31P im hLHR beziehungsweise hTSHR weisen mit 
diesen Eigenschaften übereinstimmende stark reduzierte basale und hormoninduzierte Aktivi-
täten gegenüber den Glycinmutanten allein auf, obwohl eine deutliche Oberflächenexpression 
besteht (> 70% der der Wildtyprezeptoren, vgl. Tabellen 5 und 6). Die Stimulierbarkeit des 
hTSHR-Konstruktes mit E2 bleibt dennoch bestehen, was die Intaktheit und Aktivierbarkeit der 
Transmembrandomäne beweist. Aus den Daten ist eine Abhängigkeit der durch die Mutation 
G1.31P induzierten konstitutiven Rezeptoraktivität und der Aufrechterhaltung der aktiven Re-
zeptorkonformation von der Aminosäureposition E1.27 zu folgern. Dies unterstützt die An-
nahme, dass G1.31P die Rezeptoraktivierung über eine konformationelle Modulation der p10-
Region vermittelt.  
Die E1.27K-Mutationen wurden auch mit den hoch konstitutiv aktivierenden Mutationen 
S277N und D578H (hLHR) beziehungsweise S281N und D633H (hTSHR) kombiniert. Die Kombi-
nationen S277N/E354K und S281N/E409K resultieren in Expressionsverlusten, die in einem Verlust 
der Rezeptorstabilitäten begründet liegen können. Die Kombination E1.27K/D6.44H weist im 
hLHR nahezu die Eigenschaften der D578H-Einfachmutante auf, wobei interessanterweise eine 
Erhöhung der Basalaktivität zu verzeichnen ist. Im Gegensatz dazu zeigt die korrespondie-
rende hTSHR-Doppelmutante eine deutlich reduzierte basale und bTSH-induzierte Aktivität im 
Vergleich zu D633H. Es muss die geringe Oberflächenexpression von E409K/D633H in Betracht 
gezogen werden, die ursächlich für die deutlichen Unterschiede zwischen den Doppelmutan-
ten beider GPHR sein kann. Für die durch die D6.44H-Mutation in der sechsten Transmemb-
ranhelix der GPHR induzierte Basalaktivität besteht, im Gegensatz zu der von G1.31P indu-
zierten, keine Abhängigkeit vom Glutamat an der Position 1.27. Obwohl beide Mutationen in-
nerhalb der Transmembrandomäne lokalisiert sind, wird hier ein Unterschied in der Vermittlung 
der Rezeptoraktivierung deutlich. D6.44H scheint, vor allem im hLHR, nicht die p10-Region zu 
benötigen, um die TMD in ihre aktive Konformation zu überführen. Mit dieser Schlussfolgerung 
wird die Hypothese der p10-abhängigen G1.31P-Aktivierung erneut unterstrichen.  
 
Insgesamt lässt sich aus den Daten schließen, dass GPHR tatsächlich multiple konforma-
tionelle (mutationsinduzierte), miteinander kooperierende Änderungen benötigen, um in eine 





Literatur bestätigt werden [165]. Es kann sowohl die Kombination zweier innerhalb des Trans-
membrankernes lokalisierter konstitutiv aktivierender Mutationen, wie beispielsweise G1.31P 
und D6.44H, als auch einer N-terminalen mit einer transmembranären konstitutiv aktivierenden 
Mutation, wie beispielsweise S277N (hLHR) beziehungsweise S281N (hTSHR) mit G1.31P, die 
volle Aktivierung der GPHR induzieren. Die mit den artifiziellen Konstrukten erhobenen Daten 
offenbaren eine Wechselwirkung der p10-Region mit dem N-Terminus sowie der Transmem-
brandomäne. Dass es sich im hLHR und hTSHR um identische maximal aktive Doppelmutan-
ten handelt, unterstreicht die Bedeutung der entsprechenden Aminosäurereste in der Modifi-
kation der GPHR-Konformation und die Annahme eines gemeinsamen Aktivierungsmechanis-
mus. Trotz der Unterschiede in der Sequenz und Struktur beider GPHR scheinen die Mehr-
fachmutationen ähnliche oder identische Konformationsänderungen zu induzieren. 
4.3 Die Integrität des N-Terminus der GPHR ist hochrelevant für die Positionierung 
des intramolekularen Agonisten 
Der extrazelluläre N-Terminus beinhaltet die hochaffine Ligandenbindungsdomäne der 
GPHR. Vom N-Terminus aus erfolgt die Signalweiterleitung über die Transmembrandomäne 
und cytoplasmatische Rezeptorbereiche an verschiedene G-Proteine, deren Untereinheiten 
mit weiteren Effektormolekülen interagieren [6,22,31,46,47]. Die Beeinflussung von Rezepto-
reigenschaften der GPHR, wie der basalen und ligandeninduzierten Aktivität, durch Mutatio-
nen in verschiedenen N-terminalen Bereichen machen deutlich, dass seine Funktion über die 
Ligandenbindung hinausreicht. Einige der bekannten aktivierenden Mutationen des hTSHR, 
wie N406S in der dritten Cysteinbox, K183R in der siebten leucinreichen Wiederholung sowie 
Mutationen der am Beginn der Hinge-Region liegenden Position S281 zu Isoleucin, Asparagin 
beziehungsweise Threonin, sind mit pathologischen Funktionsänderungen des Rezeptors as-
soziiert [77,79,80,83]. Für die hTSHR-Mutationen der Position S281 sowie Mutationen der kor-
respondierenden Position S277 im hLHR ist dabei ein Zusammenhang zwischen der erreichten 
Basalaktivität und der räumlichen Ausdehnung sowie den physikochemischen Eigenschaften 
der Seitenketten alternativer Aminosäuren bekannt [77,80,151]. Es ist weiterhin erwiesen, 
dass die aktivierenden Eigenschaften der hLHR-Mutante S277N das Vorhandensein der N-ter-
minal lokalisierten neun leucinreichen Wiederholungen erfordern [132]. Ferner ist eine Zahl 
natürlich auftretender inaktivierender Mutationen des N-Terminus für den hLHR und hTSHR 
bekannt (Beispiele sind in den Tabellen 1 und 2 gelistet).  
In mehreren der aufgestellten Theorien zum Mechanismus der GPHR-Aktivierung wird eine 
Funktion des extrazellulären N-Terminus als intramolekularer Inhibitor der Rezeptoraktivierung 





tivierung verhindert. Als Auslöser der Rezeptoraktivierung wird keine durch den Liganden in-
duzierte Konformationsänderung der Gesamtstruktur, sondern die Aufhebung intramolekula-
rer, elektrostatischer Beschränkungen durch den N-Terminus angenommen [125,126,135]. 
Basierend auf Deletions-, Mutations- und Antikörperbindungsstudien werden die Hinge-Re-
gion innerhalb des N-Terminus und die erste beziehungsweise zweite extrazelluläre Schlaufe 
der Transmembrandomäne als Interaktionspartner vorgeschlagen [51,94,128–130]. Im hLHR 
werden Interaktionen der extrazellulären Domäne mit den extrazellulären Schlaufen 2 und 3 
angenommen, die sich stabilisierend auf die inaktive Konformation des Rezeptors auswirken 
[130]. Vlaeminck-Guillem et al. geben an, dass Mutanten mit Deletionen des N-Terminus bis 
zur Position 1.23 (Phe405 des hTSHR, in der Literatur bezeichnet als „FNPC“) beziehungsweise 
1.33 (Lys415 des hTSHR, in der Literatur bezeichnet als „KFLR“) eine hohe konstitutive Aktivität 
besitzen. Die gemessenen Basalwerte werden in der Literatur auf die Oberflächenexpressio-
nen der Deletionsmutanten normiert, welche im Vergleich zum Wildtyp deutlich verringert sind 
(35 % beziehungsweise 30 % der Wildtypexpression) [135]. Daraus ergibt sich eine mehr als 
fünffache basale Aktivität der Konstrukte im Vergleich zum Wildtyp. Die beschriebene Hypo-
these zur Funktion des N-Terminus als regulatorisches Element der Rezeptoraktivierung, das 
eine Restriktion der Aktivierung der TMD auslöst, wird in anderen Veröffentlichungen noch 
erweitert, indem ein Wechsel vom Antagonist zum Agonist vorgeschlagen wird. Der agonisti-
sche Teil des Rezeptors ist demnach ebenso in der extrazellulären Domäne lokalisiert, wobei 
der antagonistische und agonisitische Effekt mit verschiedenen strukturellen Bereichen vern-
küpft sind [135].  
Es besteht die Besonderheit, dass der N-Terminus selbst die Struktur ausbildet, die wäh-
rend der Rezeptoraktivierung als intramolekularer Agonist agiert. Diese liegt nahe der ersten 
Transmembranhelix und wird durch die Liganden- und Antikörperbindung sowie durch aktivie-
rende Mutationen exponiert, sodass sie mit der Transmembrandomäne interagieren kann 
[132,134]. Eine solche Rezeptoraktivierung durch eine intramolekulare Sequenz im extrazel-
lulären N-Terminus, die kovalent gebunden vorliegt oder selbst Teil des Rezeptorproteins ist, 
ist bereits für weitere GPCR bekannt. Zu diesen zählen Rhodopsin, Protease-aktivierte Re-
zeptoren (PARs) sowie die Adhäsions-GPCR GPR126 und GPR133 [137]. Die aus der Ligan-
denbindung sowie der ligandenunabhängigen Aktivierung resultierenden Modifikationen und 
Reorganisationen innerhalb der Struktur des N-Terminus, die die Signaltransduktion induzie-
ren, sind bislang nicht hinreichend definiert und werden nicht durch die verschiedenen Modelle 
erkärt. Um weitere Informationen zu erhalten, erfolgte im Rahmen dieser Arbeit neben der 
Untersuchung der Effekte verschiedener Aminosäuresubstitutionen innerhalb der gesamten 






Die geringe nachgewiesene Expression von Deletionsmutanten erschwert in mehreren der 
oben angegebenen Arbeiten die funktionelle Vergleichbarkeit mit den wildtypischen Rezepto-
ren. Sie lässt darauf schließen, dass das Fehlen von Teilen oder des nahezu gesamten extra-
zellulären N-Terminus Defekte während der Rezeptorfaltung, des -transportes zur Zelloberflä-
che und dem -einbau in die Zellmembran bewirkt. Die artifizielle Generation chimärer Rezep-
torkonstrukte aus der N-terminalen Sequenz eines stark exprimierten und der Sequenz eines 
zu charakterisierenden, schwächer exprimierten Rezeptors kann eine Steigerung der Gesamt- 
und Oberflächenexpression bewirken [132,166]. Die Sicherung einer angemessenen Zellober-
flächenexpression der N-terminal trunkierten hLHR- und hTSHR-Konstrukte wurde in der be-
schriebenen Mutagenesestudie durch das Anfügen des mit einem HA-Epitop versehenen N-
Terminus des muskarinischen Acetylcholinrezeptors der Ratte (M3) direkt oberhalb der p10-
Region gewährleistet (vgl. Tabelle 10). Die meisten M3-hLHR-Konstrukte zeigen eine adä-
quate Expression im Vergleich zum Wildtyp (vgl. Tabelle 7). Im Gegensatz dazu werden die 
M3-hTSHR-Konstrukte so stark exprimiert, dass zur Gewährleistung der Messbarkeit die in 
3.4 beschriebene Reduktion der transfizierten DNA-Menge im Vergleich zu den Konstrukten 
voller Länge nötig ist (vgl. Tabelle 8). Die Charakterisierung der Deletionskonstrukte ermög-
licht die Definition der Rolle der die p10-Region N-terminal flankierenden Sequenz während 
der Induktion der Rezeptoraktivität. Die Deletion des N-Terminus des humanen LHR bis zur 
Position F1.23 führt zu einer deutlichen Verringerung, wie für D578H nachgewiesen, oder ei-
nem Verlust der basalen Aktivitäten der Mutanten, die in voller Länge eine konstitutive Aktivität 
aufweisen. Es ist anzumerken, dass p10-Mutationen im hLHR ausschließlich bei vollständiger 
Präsenz des N-Terminus eine konstitutive Aktivität auslösen können, auch wenn eine deutliche 
Expression der Konstrukte besteht (vgl. Tabellen 5 und 7). Dagegen erfordert die konstitutive 
Aktivierung des hTSHR durch Mutationen der p10-Region nicht zwangsläufig die Anwesenheit 
des N-Terminus. Die Deletion der korrespondierenden Sequenz führt demnach im hLHR nicht 
zu den identischen Ergebnissen wie im hTSHR, was mit Literaturdaten übereinstimmt 
[132,133,139]. Der Unterschied zwischen den GPHR wird insbesondere an stark basalaktiven 
Konstrukten wie G1.31P deutlich. Deren hohe konstitutive Aktivität wird durch die Deletion des 
N-Terminus im hLHR verhindert, im hTSHR ist lediglich eine deutliche Verringerung relativ 
zum Wildtyp und weiteren Mutanten feststellbar. Die in 4.2 beschriebene Funktion von G1.31 
als „molekularer Schalter“ während der Rezeptoraktivierung geht durch die Deletion des N-
Terminus verloren. Es ist anzumerken, dass die erhöhten basalen Aktivitäten einiger M3-Re-
zeptorkonstrukte des hTSHR gegenüber den entsprechenden Konstrukten mit nativem N-Ter-
minus und im Vergleich zu den M3-hLHR-Konstrukten als Artefakte deren starker Oberflä-
chenexpressionen zu werten sind. Dies wird beispielsweise durch die hohe Basalaktivität des 





Als eine Ursache des Verlustes der Basalaktivitäten spezifischer Rezeptorkonstrukte in-
folge der N-terminalen Deletion wird in der Literatur die Annahme einer energetisch günstigen 
Konformation des Transmembrankernes in Abwesenheit des N-Terminus vorgeschlagen, die 
eine größere Resistenz gegenüber aktivierenden Mutationen verleiht [133]. Gegen eine er-
höhte Stabilität der TMD spricht jedoch die gleichbleibende, teils sogar erhöhte durch den nie-
dermolekularen Agonist E2-induzierte Aktivität der M3-Rezeptorkonstrukte des hTSHR. Zu-
dem besitzen die D6.44H-Mutanten, deren Aminosäuresubstitution innerhalb der TMD der 
GPHR lokalisiert ist, auch nach der N-terminalen Deletion eine hohe basale Aktivität. Die Da-
ten lassen den Schluss zu, dass die TMD intakt bleibt und ihre Funktionalität durch die Deletion 
des N-Terminus nicht beeinträchtigt wird.  
Auffällig ist, dass die konstitutiven Aktivitäten der D6.44H-Mutanten des hLHR und hTSHR 
zwar bestehen bleiben, nach der Deletion des N-Terminus jedoch reduziert sind. Auch in der 
Literatur ist dieser Effekt beschrieben. Für den hLHR wird eine mit der Deletion (bis zur Posi-
tion C353) zusammenhängende Abnahme der Basalaktivität des Wildtyps dargestellt. Ebenso 
wird eine verringerte basale Aktivität mehrerer Rezeptorkonstrukte mit aktivierenden Mutatio-
nen in der Transmembrandomäne (L457R, D564G und D578Y) gezeigt. Auch chimäre Rezeptor-
konstrukte, bestehend aus der extrazellulären Domäne des TSHR und der mit aktivierenden 
Mutationen versehenen Transmembrandomäne des LHR, sind nicht konstitutiv aktiv [133]. 
Diese und weitere Untersuchungen des Zusammenwirkens zwischen der extrazellulären und 
transmembranären Domäne der GPHR teilen die Annahme, dass die extrazelluläre Domäne 
als regulatorisches Element fungiert, dass durch eine enge Wechselwirkung mit der Trans-
membrandomäne die Rezeptoraktivität moduliert [51,132,133,167–169]. Diese Modulation in-
volviert die p10-Region. 
 
Wie bereits erwähnt, wird die Aufhebung durch den N-Terminus vermittelter intramolekula-
rer, elektrostatischer Beschränkungen als entscheidend für die Auslösung der Rezeptorakti-
vierung angesehen [51,94,125,126,128–130,135]. Damit übereinstimmend wird in der Litera-
tur die Aktivierung des hTSHR im ligandenfreien Zustand durch Trypsin als Indiz für eine Rolle 
des N-Terminus als inverser Agonist gewertet. Die tryptische Spaltung des TSHR wird, ebenso 
wie die Deletion der extrazellulären Domäne, mit der Auflösung spezifischer Beschränkungen 
innerhalb des N-Terminus assoziiert, die in einer konstitutiven Aktivierung resultiert. Für diese 
Interaktionen verantwortliche N-terminale Determinanten sind, ebenso wie die exakte Lokali-
sation der Trypsinschnittstellen, bislang nicht bekannt. Es wird jedoch angenommen, dass die 
spontane posttranslationale proteolytische Spaltung an mindestens zwei Positionen erfolgt 





für den TSHR einzigartige Sequenz („C-Peptid“) der Hinge-Region adressiert wird und die Ent-
fernung eines etwa 5 Kilodalton großen Epitopes erfolgt. Unabhängig von der Art der Spaltung 
können so zwei durch Disulfidbrücken miteinander verbundene Untereinheiten der extrazellu-
lären Domäne des TSHR entstehen. Eine daraus resultierende Konformationsänderung des 
Rezeptors kann, wie auch die TSH-Stimulation, über Gs-Proteine die cAMP-Kaskade aktivie-
ren. Der LHR besteht, im Gegensatz zum TSHR, aus einer einzigen Polypeptidkette. Es wird 
angegeben, dass die Einzigartigkeit des „C-Peptides“ erklärt, warum die Trypsinspaltung aus-
schließlich im TSHR erfolgt [40,147,148,170–172]. Deletionsstudien, die eine Korrelation der 
konstitutiven Aktivität von Konstrukten mit dem Fehlen einer Aminosäuresequenz in diesem 
TSHR-spezifischen Bereich assoziieren, unterstützen die Hypothese zur Auflösung intramole-
kularer Beschränkungen als Ursache der Rezeptoraktivierung [51,125,128]. Weitere Literatur 
beschreibt die Identifikation des herausspaltbaren „C-Peptides“ allerdings als funktionell irre-
levant [41]. In der Literatur ist auch angegeben, dass die durch Trypsin induzierte Spaltung 
keinen Einfluss auf die Bindung und die durch TSH induzierte Rezeptoraktivierung hat [173].  
Die nach einer Trypsinvorbehandlung weiterhin mögliche bTSH-Stimulation ist, wie in 3.6 
erläutert, auch den in dieser Arbeit gezeigten Daten zu entnehmen (vgl. Abbildung 9). Es wird 
ferner eine Korrelation der Trypsinaktivierung mit der Basalaktivität spezifischer hTSHR-Kon-
strukte gefolgert. Es kann eine marginale, durch die Trypsinbehandlung induzierte Erhöhung 
der basalen Aktivitäten einiger Rezeptorkonstrukte vermerkt werden. Insgesamt ist keine 
trypsininduzierte Aktivierung des hTSHR nachweisbar. Aus der leichten Senkung der bTSH-
induzierten Rezeptoraktivitäten mehrerer Mutanten nach der Vorbehandlung mit Trypsin kann 
maximal eine moderate modulierende Funktion der proteolytischen Spaltung gefolgert werden.  
Es ist nicht final geklärt, ob die in der Literatur beschriebene proteolytische Spaltung 
[40,170,171] tatsächlich erfolgt. Es kann sich um ein experimentelles Artefakt handeln, da bis-
lang keine essentielle Notwendigkeit der proteolytischen Spaltung für die konstitutive Rezep-
toraktivierung nachgewiesen ist [41,42]. Die Zweifel an der Hypothese zur Auflösung intramo-
lekularer Beschränkungen durch eine tryptische Spaltung werden auch durch Versuche mit 
einem spezifischen LHR-Konstrukt gestützt. Dieses besitzt eine artifizielle, intramolekulare 
Spaltstelle im Bereich des TSHR-spezifischen „C-Peptides“. Es weist keine erhöhte Basalak-
tivität auf und ist weiterhin mit hCG aktivierbar, dabei ist dessen EC50-Wert erhöht. Auch im 
LHR besteht eine Stabilisierung über Disulfidbrücken, die die beiden separaten Teile der ext-
razellulären Domäne räumlich nah beeinander halten [169]. 
 
Anhand der Daten zur konstitutiven Aktivität der Deletionsmutanten sowie der Trypsinbe-
handlung ausgewählter Konstrukte wird eine Funktion des N-Terminus als intramolekularer 





verhindert (vgl. Tabellen 7 und 8, Abbildung 9). Auch die gezeigte Aktivierbarkeit des hTSHR 
durch den niedermolekularen Agonist E2 und die Stimulierbarkeit der GPHR mit von der p10-
Region abgeleiteten Peptiden sprechen gegen eine solche Funktion des N-Terminus [139]. 
Verschiedene Studien belegen eine Bedeutung des N-Terminus für das Schaffen einer akti-
vierbaren Rezeptorkonformation und als ein Schlüsselelement der durch die Hormone bezie-
hungsweise konstitutiv induzierten Aktivierung der GPHR [132,133,167]. Die Gesamtheit der 
generierten Daten bestätigt, dass die Integrität der extrazellulären Domäne, unabhängig von 
der Art der Rezeptoraktivierung, essentiell für die Stabilisierung einer aktivierbaren Rezeptor-
konformation und des aktiven Zustandes ist. Ihre Funktion scheint die korrekte Positionierung 
des intramolekularen Agonists zu beinhalten. Die Ausbildung einer charakteristischen N-ter-
minalen Tertiärstruktur und der nachgewiesenen rezeptorspezifischen Interaktionen mit der 
Transmembrandomäne, die in 4.2 ansatzweise beschrieben sind, sind dabei grundlegend re-
levant. Die dreidimensionale Struktur wird unter anderem durch Wasserstoffbrückenbindun-
gen, elektrostatische Interaktionen sowie hochkonservierte Disulfidbrücken stabilisiert. An de-
ren Ausbildung sind, wie in 4.1 dargestellt, auch Reste der p10-Region beteiligt. Die Wechsel-
wirkungen führen zum Aufbau eines dichten Netzwerkes innerhalb des N-Terminus. 
4.4 Die Rezeptoraktivierung durch den niedermolekularen, synthetischen Agonist 
E2 erfolgt unabhängig von der p10-Region 
Die erhobenen Daten spiegeln die Aktivierbarkeit einer großen Zahl der generierten 
hTSHR-Mutanten durch den niedermolekularen Agonist E2 wider, der eine Bindungsstelle in 
der TMD okkupiert. Die funktionelle Charakterisierung der Konstrukte mit Substitutionen inner-
halb der p10-Sequenz offenbart eine Korrelation der E2-induzierten mit der basalen Aktivität. 
Die durch E2 induzierte kann die durch bTSH induzierte Aktivität spezifischer Konstrukte über-
steigen. Zudem weisen einige konstitutiv aktivierende hTSHR-Mutanten infolge der E2-Stimu-
lation eine höhere Aktivität als der durch bTSH aktivierte Wildtyp auf. Diese Tendenz zeigt sich 
beispielsweise für die Rezeptorkonstrukte F405Y und P407A. Die Bindungsstelle von E2 (vgl. 
Abbildung 12) ist räumlich zwischen den Transmembranhelices lokalisiert. Sie befindet sich 
unterhalb, jedoch nah an der angenommenen Bindungsstelle der p10-Region in deren aktiver 
Konformation [45]. Die gesteigerten E2-induzierten Aktivitäten basalaktiver Konstrukte können 
in einer hohen Effizienz der Stimulation partiell aktiver Konformationen begründet liegen. Im 
Vergleich zur inaktiven ist die aktive Konformation durch eine erhöhte Instabilität gekennzeich-
net. Eine durch Aminosäuresubstitutionen induzierte Verschiebung der Rezeptorstruktur in 





Den Daten ist nicht zu entnehmen, ob die p10-Region an der durch E2 induzierten Rezep-
toraktivierung beteiligt ist. In den Konstrukten voller Länge führen die Mutationen der individu-
ellen Positionen der p10-Region nicht zu einer spezifischen Beeinflussung der agonistischen 
Eigenschaften von E2 (vgl. Tabelle 6). Die Mutation E1.27K führt zu einer vollständigen Re-
zeptorinaktivierung im hLHR und einer starken Reduktion der bTSH-induzierten Aktivität des 
hTSHR, während die E2-Stimulierbarkeit erhalten bleibt. Weiterhin kann die Kombination mit 
konstitutiv aktivierenden Mutationen die Eigenschaften der Rezeptoraktivierung in den gene-
rierten Doppelmutanten beeinträchtigen. So weist E409K/G413P im Vergleich zur Einfachmu-
tante G413P eine signifikant reduzierte basale und bTSH-induzierte Aktivität auf. Dennoch ist 
die E2-Stimulierbarkeit durch die Lysinmutation nicht beeinträchtigt. Es ist ferner keine Ver-
schiebung der EC50-Werte in den auf die Konzentrations-Wirkungs-Beziehung von E2 unter-
suchten Mutanten E409K und D410N ersichtlich (vgl. Abbildung 7). Sämtliche Aminosäuresub-
stitutionen, bis auf wenige Ausnahmen, beeinflussen die E2-Stimulation nur, wenn die Ober-
flächenexpression reduziert ist.  
Die hTSHR-Konstrukte mit einer N-terminalen Deletion bis zur Position F405 zeigen ähnliche 
Eigenschaften wie die Konstrukte voller Länge. Der M3-hTSHR-Wildtyp und weitere, auch 
schwächer als der Wildtyp exprimierte M3-Konstrukte (wie beispielsweise die E409K-Mu-
tante), weisen eine E2-Stimulation auf, die jener des Wildtyps entspricht (vgl. Tabelle 8). Be-
merkenswert ist die in 3.5 gezeigte, trotz einer deutlichen Expression nahezu fehlende Basa-
laktivität und E2-Aktivierbarkeit des M3-Konstruktes, dem die p10-Region fehlt (M3-hTSHR 
p10-Deletion, vgl. Tabelle 8). Der Verlust wird auch durch die konstitutiv aktivierende Mutation 
D633H nicht relativiert. Die Reduktion der E2-induzierten Aktivität der genannten Konstrukte mit 
deletierter p10-Region im Vergleich zum M3-hTSHR-Wildtyp beziehungsweise der M3-hTSHR 
D633H-Mutante deutet darauf hin, dass die p10-Region auch für die vollständige Rezeptorakti-
vierung durch den niedermolekularen, synthetischen Agonist erforderlich ist. Alternativ dazu 
bestehen die Möglichkeiten, dass die p10-Deletionskonstrukte keine korrekte Faltung einneh-
men und demzufolge nicht funktional sind, das Fehlen der p10-Region mit der Einnahme der 
für die Aktivierung nötigen Struktur der TMD interferiert oder dass die spezifische N-terminale 
Sequenz des M3-Rezeptors mit der E2-Bindung oder durch den Agonist ausgelösten Konfor-
mationsänderung kollidiert. Literaturdaten mit N-terminal trunkierten hTSHR-Konstrukten ohne 
die p10-Region („KFLR“) zeigen im Gegesatz zu den Daten dieser Arbeit eine Unabhängigkeit 
der E2-Aktivierung vom N-Terminus [141]. Die genauere Betrachtung der in dieser Arbeit un-
tersuchten und in der Literatur beschriebenen Deletionskonstrukte offenbart, dass sich die N-
Termini der generierten und charakterisierten Konstrukte unterscheiden. Die in der Literatur 





Bereich die Sequenz GVV beinhaltet [141]. Im M3-N-Terminus sind stattdessen die Amino-
säuren IWQ an den korrespondierenden Positionen zu finden. Die Aminosäuren aus dem Rho-
dopsin ähneln denen der p10-Region (MGY), also der natürlichen hTSHR-Sequenz, strukturell 
und physikochemisch eher. Die Ursache für die fehlende E2-Aktivierung des M3-Konstruktes 
kann eine sterische Hinderung sein, die die Integrität des artifiziellen N-Terminus und der TMD 
stört oder die E2-Bindung, beispielsweise durch eine Blockierung der Bindungstasche, hindert. 
Diese Annahme wird dadurch gestützt, dass die drei Aminosäuren den Beginn der ersten 
Transmembranhelix darstellen. Das in der Literatur beschriebene, mit dem Rhodopsin-N-Ter-
minus versehene Konstrukt („KFLR“) wurde, wie sämtliche andere generierte Konstrukte, in 
den pcDps-Vektor kloniert sowie durch das N-terminal addierte HA-Epitop (Rhodopsin-EcoRI-
hTSHR p10-Deletion, vgl. Tabelle 8) ergänzt. Die durch die funktionelle Testung beider Kon-
strukte erhaltenen Daten bestätigen, dass die variablen Strukturen der artifziellen N-Termini 
die nachgewiesenen funktionellen Unterschiede der Deletionskonstrukte bewirken.  
Die in dieser Arbeit generierten sowie der Literatur zu entnehmenden Daten zeigen, dass 
der N-Terminus und die p10-Region nicht für die E2-Aktivierung des hTSHR erforderlich sind 
[141]. Die Integrität der TMD wird nicht durch deren Deletion beeinträchtigt. Die ursprüngliche 
Annahme, dass neben der liganden-, antikörper- und mutationsinduzierten auch die durch E2 
ausgelöste Rezeptoraktivierung p10-abhängig erfolgt, wird somit nicht bestätigt. 
4.5 Die Aktivierungsmechanismen des hLHR und hTSHR weisen Übereinstimmun-
gen und Unterschiede auf 
Die Relevanz spezifischer Determinanten für die Einnahme und Stabilisierung der aktiven 
Rezeptorkonformation der GPHR ist anhand der funktionellen Daten der Einfach-, Mehrfach- 
und Deletionsmutanten erwiesen. Neben vielen Gemeinsamkeiten bestehen auch Unter-
schiede in den Eigenschaften der Aktivierung korrelierender hLHR- und hTSHR-Mutanten, die 
zum Teil bereits beschrieben sind. Die Publikationen zu weiteren Mutagenesestudien belegen 
ebenso, dass Mutationen derselben Positionen im hLHR und hTSHR zu Unterschieden in den 
Rezeptoraktivierungen führen [151,153,174]. 
Einige Aminosäuresubstitutionen innerhalb der Sequenz der GPHR lösen eine konstitutive 
Aktivität aus, dies schließt Mutationen in der p10-Region sowie in interagierenden und kor-
responierenden Bereichen ein. Vor allem der hTSHR weist eine grundlegende Neigung zur 
Basalaktivität auf, wie für den Wildtyp sowie eine große Anzahl an Mutanten, beispielsweise 
S281N und Y414G, nachgewiesen ist. Ursächlich sind die bereits beschriebenen unterschiedli-
chen Interaktionen innerhalb der Transmembrankerne der GPHR [117–119]. Das Konstrukt 





Kontrast zur korrespondierenden hLHR-Mutante Y359G, die keine konstitutive Aktivität auf-
weist. Weiterhin fallen die unterschiedlichen Basalaktivitäten der S277N- (hLHR) und S281N-
Mutanten (hTSHR) auf. Im TSHR übersteigt die basale Aktivität des S281N- die des G413P-
Konstruktes, obwohl ersteres deutlich geringer exprimiert wird (weniger als 50 % der Expres-
sion der G413P-Mutante). Dagegen weist S277N im hLHR im Vergleich zur seiner hCG-induzier-
ten eine deutlich verringerte konstitutive Aktivität auf (vgl. Tabellen 5 und 6). Es ist erwiesen, 
dass die basale Aktivität der D6.44H-Mutante im hLHR nicht durch die inaktivierende Mutation 
E1.27K in der p10-Region inhibiert wird. Allerdings reduziert diese die basale und hormonin-
duzierte Aktivität der hTSHR-Doppelmutante gegenüber der D633H-Einfachmutante entschei-
dend. Dabei sind die verringerte Expression der hTSHR- und die im Gegensatz dazu stark 
gesteigerte Oberflächenexpression der hLHR-Doppelmutante zu berücksichtigen (vgl. Tabel-
len 5 und 6). Die Daten deuten darauf hin, dass das D6.44H-Konstrukt des hLHR die p10-
Region zur Überführung der TMD in ihre aktive Konformation nicht benötigt. 
Die Mutationen der Schlüsselpositionen E1.27 sowie D1.28 induzieren im hLHR und 
hTSHR unterschiedliche Veränderungen der funktionellen Eigenschaften. Während die meis-
ten hTSHR-Mutanten eine geringfügige bTSH-induzierte Aktivität aufweisen, sind sämtliche 
hLHR-Mutanten, bis auf D355N, vollständig inaktiv. Auch die P1.25-Mutanten weisen unter-
schiedliche Charakteristika auf. Bei sämtlichen hLHR-Mutanten handelt es sich um inaktivie-
rende Mutationen. Es sind auch die Mutanten P352A/D/N/S eingeschlossen, die hoch exprimiert 
werden. Dagegen sind die Konstrukte P407A/D/N des hTSHR trotz einer im Vergleich zum Wild-
typ verringerten Expression basalaktiv und mit bTSH stimulierbar, wenngleich die bTSH-indu-
zierte Aktivität geringer als die des Wildtyps ist (vgl. Tabellen 5 und 6).  
P1.25 scheint insbesondere die für die Signaltransduktion erforderliche Positionierung der 
Aminosäurereste E1.27 und D1.28 relativ zum N-Terminus und der TMD sicherzustellen. Die 
durch den Prolinrest vermittelte Flexibilität der p10-Struktur ist dabei wesentlich. Sie wird mög-
licherweise durch die insgesamt bestehende geringere Rigidität des stabilisierenden Netzwer-
kes und geringeren konformationellen Beschränkungen im hTSHR unterstützt [117–119]. Die 
Aktivierbarkeit spezifischer E1.27- und D1.28-Mutanten sowie weiterer Rezeptorkonstrukte im 
hTSHR, deren korrespondierende hLHR-Mutanten durch einen Funktionsverlust gekennzeich-
net sind, ist somit erklärbar. Die räumliche Umstrukturierung der p10-Region in ihren aktiven 
Zustand und dessen Stabilisierung sind im hLHR mehr von P1.25 abhängig. Die höhere Emp-
findlichkeit des hLHR auf eine Strukturänderung der p10-Region kann mit dafür verantwortlich 
sein, dass konstitutiv aktivierende Mutationen bei hTSHR-Konstrukten mit einer N-terminalen 





Die Deletion des Rezeptor-N-Terminus des humanen LHR sowie TSHR bis zur Position 
F1.23 und der Ersatz durch den N-Terminus des M3-Rezeptors führt zu einer deutlichen Ver-
ringerung oder einem Verlust der basalen Aktivitäten der Konstrukte, die in voller Länge eine 
konstitutive Aktivität vorweisen (vgl. 3.4). Dies wird insbesondere an Mutanten wie G1.31P 
deutlich. Deren hohe konstitutive Aktivität wird durch die Deletion des N-Terminus im hLHR 
verhindert, im hTSHR relativ zum Wildtyp und weiteren Mutanten lediglich deutlich verringert. 
Damit ist nachgewiesen, dass auch Deletionen im hTSHR-N-Terminus strukturelle Verände-
rungen oder die Exposition der p10-Region gegenüber der TMD induzieren, aus denen die 
charakteristischen Signaltransduktionsschritte resultieren. Die konstitutive Aktivierung des 
hTSHR erfordert, im Gegensatz zu der des hLHR, nicht zwangsläufig die Präsenz des N-Ter-
minus (vgl. Tabellen 7 und 8). Zur Aktivierung der GPHR ist demzufolge nicht unbedingt die 
Auflösung inaktivierender Restriktionen zwischen dem N-Terminus und der TMD erforderlich.  
Die relativ zum Wildtyp gemessene Oberflächenexpression diverser Mutanten unterschei-
det sich zwischen dem hLHR und hTSHR zum Teil erheblich. Die Mutanten S281N, 
P407A/D/N/S, G413A/P/V, Y414A/G/K sowie D633H weisen eine deutlich geringere Expression im 
Verhältnis zum zugehörigen Wildtyp auf, als die korrespondierenden hLHR-Mutanten. Die re-
lative Expression von E409D und Y414S ist im hTSHR stärker. Es fällt auf, dass im hLHR insge-
samt eine größere Anzahl hochexprimierter artifizieller Konstrukte und stärkere mutationsin-
duzierte Expressionen zu verzeichnen sind. Die Mutanten P352A/DN/S und G358N/P/D führen 
zu einer etwa 150 bis 280 %-igen, die D578H-Mutante zeigt eine etwa fünffache Expression des 
Wildtyps. Dies widerspricht den Literaturinformationen über D578H [175]. Allerdings ist den in 
der hier beschriebenen Mutagenesestudie erhobenen Daten eine deutlich höhere relative Ex-
pression des M3-hLHR D578H-Konstruktes (mehr als 760 % des M3-hLHR-Wildtyps) im Ver-
gleich zu M3-hTSHR D633H (etwa 120 % des M3-hTSHR-Konstruktes) zu entnehmen. Mög-
licherweise kann die höhere relative Expression auf die insgesamt schwächere Expression 
des hLHR im Vergleich zum hTSHR zurückgeführt werden. Damit lassen sich jedoch nicht die 
unterschiedlichen Tendenzen individueller Mutanten im Vergleich zu den zugehörigen Wildty-
pen erklären. 
 
Insgesamt ist festzuhalten, dass zwischen den beiden Rezeptoren Unterschiede existieren, 
die die Aktivierung durch individuelle Mutationen sowie die Expression verschiedener Rezep-
torkonstrukte betreffen. Dafür können mehrere Faktoren verantwortlich sein. (1) Die Stabili-
tätsunterschiede des hLHR und hTSHR können an der Auslösung der nachgewiesenen funk-
tionellen Unterschiede beteiligt sein. Grundlegend besitzt der hTSHR eine höhere Basalaktivi-
tät, als der hLHR. Damit weist er eine höhere Bereitschaft dazu auf, weiter aktiviert zu werden. 





Expression des hTSHR gegenüber dem hLHR zurückzuführen sind. Mit dem Bezug der Mess-
werte der funktionellen Eigenschaften der GPHR und der einzelnen Mutanten auf deren Ober-
flächenexpression und dem Vergleich der normierten Werte kann dieses Problem jedoch nicht 
behoben werden. Dieser Ansatz berücksichtigt nicht die gezeigte Signaltransduktion von int-
razellulär exprimierten oder internalisierten Rezeptoren [176]. (2) Die GPHR besitzen struktu-
rellle Unterschiede. Verschiedene Rezeptorregionen vermitteln den GPHR durch ihre spezifi-
schen Primär-, Sekundär- und Tertiärstrukturen rezeptorspezifische Eigenschaften und beein-
flussen die individuellen intra- und intermolekularen Interaktionen. Infolge dessen kann der 
hTSHR durch den niedermolekularen, synthetischen Agonist E2 aktiviert werden, während 
dieser am hLHR keinen Effekt verursacht [141]. Dieser Agonist adressiert eine spezifische 
Bindungsstelle, die nur durch die Struktur des hTSHR ausgebildet wird. Ferner besteht, wie in 
3.3 gezeigt, eine Unterstützung der E2-Effizienz durch eine konstitutive Aktivität der Rezeptor-
kontrukte. Diese kann mit der oben genannten höheren Bereitschaft des hTSHR zur Aktivie-
rung im Zusammenhang stehen. Die strukturellen Unterschiede zwischen hLHR und hTSHR, 
die andere Interaktionscharakteristika vermitteln, sind auch aus einer vorangegangenen Stu-
die bekannt, die allosterische Bindungsstellen für medikamentenähnliche kleine Moleküle un-
tersucht hat [177]. Die Adressierung einer im hLHR und hTSHR vorliegenden Bindungstasche 
durch spezifische niedermolekulare Agonisten führt zu unterschiedlichen Aktivierungscharak-
teristika, wie für den niedermolekularen Agonist org41841 gezeigt ist. Die Studie bestätigt, 
dass die Sequenzunterschiede zwischen hLHR und hTSHR in erheblichen strukturellen Spe-
zifitäten, insbesondere von den extrazellulären Schlaufen und den Übergängen zur TMD, re-
sultieren. Die strukturellen Unterschiede zwischen beiden Rezeptoren führen zu einer unter-
schiedlichen Potenz von org41841 an beiden Rezeptoren, die durch die Generation von Chi-
mären moduliert werden kann [177,178]. Mithilfe verschiedener Chimären konnte in weiteren 
Studien ebenso nachgewiesen werden, dass die zur Einnahme der aktiven Rezeptorkonfor-
mation erforderlichen Interaktionen zwischen der extrazellulären und transmembranären Do-
mäne rezeptorspezifisch sind. Die Chimären, bei denen N-Termini und TMD getauscht sind, 
zeigen eine verringerte Funktionalität im Vergleich zu den wildtypischen Konstrukten 
[133,179].  
Die Ursachen der funktionellen Unterschiede zwischen dem hLHR und hTSHR können 
ohne strukturelle Daten aus einer Röntgenstukturanalyse oder Elektronencryomikroskopie 
nicht im Detail entschlüsselt werden. Homologiemodelle der GPHR sind nicht angemessen, 
um die feinen Unterschiede auf struktureller Ebene aufzudecken. Es wird angenommen, dass 
die p10-Region des hTSHR, wie bereits beschrieben, über eine höhere Flexibilität als die des 





spielsweise E1.27, enger an ihre Interaktionspartner herantreten können. Dies kann die Ursa-
che der höheren Basalaktivitäten artifizieller hTSHR-Konstrukte sein, die durch die Deletion 
von deren p10-Regionen aufgehoben werden. Weiterhin kann diese Hypothese die Unter-
schiede erklären, die für Mutationen der Position P1.25 nachgewiesen sind. Im hLHR wird die 
hCG-induzierte Aktivität nahezu verhindert, während die korresponierenden Mutanten im 
hTSHR lediglich eine verringerte bTSH-Aktivierung aufweisen. Die geringfügigen Unter-
schiede in der Flexibilität der p10-Regionen beider GPHR können die Folge von Aminosäure-
abweichungen in räumlicher Nähe sein, wie es beispielsweise für die extrazellulären Schlaufen 
zutrifft. Solche Unterschiede werden in der Literatur zu vorangegangenen Studien bereits de-
tailliert angegeben [139]. 
4.6 Ausblick 
Der in der beschriebenen Mutagenenestudie generierte Datensatz trägt zu den Daten bis-
heriger Untersuchungen bei und gewährt mithilfe der Erstellung eines Homologiemodels einen 
genaueren Einblick in den Aktivierungsmechanismus der GPHR. Es werden die für die Stabi-
lisierung der aktivierbaren und aktiven Rezeptorstruktur relevanten Positionen des intramole-
kularen Agonists und spezifische Anforderungen an diese gezeigt. Die während des Übergan-
ges von der inaktiven zur aktiven Rezeptorkonformation auf molekularer Ebene ablaufenden 
Mechanismen sind jedoch nicht im Detail bekannt. Insbesondere die strukturelle Modulation 
der p10-Sequenz durch den N-Terminus und die Mechanismen, die die Signalweiterleitung zur 
TMD ermöglichen, sind dabei von Interesse. Spezifische Interaktionspartner der p10-Region 
in den anderen Rezeptordomänen sind teilweise, aber nicht hinreichend bekannt. Die nachge-
wiesene Kooperativität verschiedener Rezeptorbereiche bei der Einnahme des vollständig ak-
tiven Zustandes lässt den Schluss zu, dass innerhalb der Rezeptorsequenz weitere Schlüs-
selpositionen existieren. Neben deren Identifizierung dieser ist die Aufklärung bestehender 
struktureller und funktioneller Unterschiede zwischen den verschiedenen GPHR erforderlich. 
Weiterhin ist die detaillierte Charakterisierung der Bindungstasche der p10-Region erstrebens-
wert. Komparative Homologiemodelle sind nicht ausreichend für den Erhalt detaillierter Infor-
mationen. Letztlich ist eine Kristallstruktur des Hormon/Holorezeptorkomplexes der GPHR nö-
tig, um die exakten Kontaktpunkte zwischen dem N-Terminus, der p10-Region und den extra-
zellulären Rezeptorkomponenten der TMD zu identifizieren und die Orientierung der verschie-
denen Rezeptordomänen zueinander zu visualisieren.  
Die genaue Kenntnis der molekularen Prozesse während der GPHR-Aktivierung und der 
Zusammenhänge zwischen Mutationen innerhalb des intramolekularen Agonists und den mit 





Sie kann dazu beitragen, neue Strategien zu entwickeln, die eine therapeutische Wiederher-
stellung der physiologischen Rezeptoraktivität anstreben [180]. Sowohl gentherapeutische An-
sätze als auch die Anwendung potenter Agonisten oder inverser Agonisten sind denkbar und 
stellen eine Alternative zur Behandlung klinischer Symptome dar. Verringert eine Mutation ei-
nes Rezeptors beispielsweise die Ligandenaffinität, könnte durch die Gabe hoher Agonisten-
konzentrationen oder Agonisten höherer Affinität eine Kompensation erreicht werden. Die Be-
handlung von mit aktivierenden Mutationen assoziierten Erkrankungen hingegen könnte mit 
inversen Agonisten erfolgen. Diese Substanzen können in Form von niedermolekulare Ligan-
den mit spezifischen Eigenschaften angewendet werden, die die für den intramolekularen A-
gonist vorgesehene Bindungstasche adressieren. Ihre erforderlichen Charakteristika sind aus 
neuen Informationen über die Konformationen und Interaktionen des intramolekularen Ago-
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Im Vergleich zu anderen Rhodopsin-ähnlichen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) 
zeichnen sich die Glykoproteinhormonrezeptoren (GPHR) durch einen großen extrazellulären 
N-Terminus aus, der das aktivierende Hormon bindet. Die Funktion des N-Terminus be-
schränkt sich jedoch nicht auf die Ligandenbindung. Er ist auch an der direkten Aktivierung 
der Transmembrandomäne (TMD) beteiligt. Die Signalvermittlung erfolgt über einen intramo-
lekularen Agonist. Durch Deletions- und Mutagenesestudien sowie identifizierte pathogene 
Mutationen ist dessen Existenz in GPHR nachgewiesen. Stimulationsversuche mit von der 
Hinge-Region abgeleiteten Peptiden, die alle drei GPHR aktivieren, führten in Vorarbeiten zur 
Spezifizierung der hochkonservierten agonistischen Sequenz FNPCEDIMGY (F1.23 bis Y1.32 
nach der Nomenklatur von Ballesteros und Weinstein, p10-Region), die am Übergang des N-
Terminus zur ersten Transmembranhelix lokalisiert ist. Sie ist zwischen den paralogen und 





Agonists bestätigt. Es wird gezeigt, dass die Einnahme des aktiven Zustandes aller GPHR die 
Integrität der p10-Region und ihre spezifischen intramolekularen Interaktionen mit weiteren 
Rezeptordeterminanten erfordert. Folglich können die GPHR, wie auch Rhodopsin, Protease-
aktivierte Rezeptoren (PARs) und Adhäsions-GPCR, einer Gruppe der G-Protein-gekoppelten 
Rezeptoren zugeordnet werden, deren Ligand kovalent an den Rezeptor gebunden vorliegt 
oder selbst Teil des Rezeptorproteins ist. Auf die GPHR trifft dabei letzteres zu. 
 
(1) Die p10-Region ist essentiell für den Aufbau einer aktivierbaren Rezeptorkonfor-
mation und die Stabilisierung des aktiven Rezeptorzustandes. 
Durch zielgerichtete Mutagenese wurde ein Satz artifizieller Rezeptorkonstrukte des huma-
nen Lutropin/Choriongonadotropin-Rezeptors (LHR) sowie des Thyreotropin-Rezeptors 
(TSHR) generiert, anhand welchem die p10-Region in ihrem natürlichen Rezeptorkontext de-
tailliert funktionell charakterisierbar ist. Die durch die systematische Substitution der wildtypi-
schen Aminosäuren induzierten Änderungen der Oberflächenexpressionen sowie basalen und 
hormoninduzierten Signaltransduktionen geben Aufschluss über die relevanten strukturellen 
und physikochemischen Eigenschaften der individuellen Seitenketten. Es wird gezeigt, welche 
Aminosäurepositionen eine Schlüsselfunktion in der Einnahme distinkter Rezeptorkonformati-
onen und der konformationellen Reorganisationen während der Rezeptoraktivierungen besit-
zen. Die multifunktionalen Eigenschaften der p10-Region werden durch spezifische Charakte-
ristika der Aminosäureseitenketten in Interaktion mit weiteren Rezeptorkomponenten ermög-
licht.  
(a) Die Aminosäurepositionen N1.24 und G1.31 sind sensitiv für eine hormonunabhängige 
Aktivierung. Diverse Aminosäuresubstitutionen dieser Reste führen im LHR sowie TSHR zu 
einer erhöhten Basalaktivität. Die Aminosäuresubstitutionen N1.24S und G1.31P können 
durch GPH weiter aktiviert werden. Dies deutet auf eine Funktion der Positionen als „moleku-
lare Schalter“ hin, die eine Konformation des intramolekularen Agonists arrangieren, die einen 
partiell aktiven Zustand des Rezeptors stabilisiert. Ebenso wie F1.23 interagieren N1.24 und 
G1.31 mit spezifischen Aminosäureresten der extrazellulären Schlaufen, der transmembranen 
Domäne und dem C-terminalen Teil der Leucine-rich-repeat-Domäne, die ebenso dafür be-
kannt sind die Einnahme der aktiven Rezeptorkonformation als „molekulare Schalter“ zu un-
terstützen. 
(b) C1.26 ist Teil einer hochkonservierten Disulfidbrücke zwischen der p10-Region und der 
extrazellulären Domäne. Substitutionen von C1.26 werden ebenso wie Austausche von I1.29 
kaum toleriert. Generierte Mutanten zeigen eine verminderte Oberflächenexpression und eine 
daraus resultierende fehlende Aktivierbarkeit. Die Daten zeigen, dass die Positionen essentiell 





(c) P1.25 mit seiner cis-Amidbindung scheint relevant für die Einnahme einer spezifischen 
Raumstruktur der p10-Region zu sein. Seine Struktur kann dem intramolekularen Agonist eine 
gewisse Flexibilität vermitteln und die Orientierung und Positionierung ermöglichen, die für die 
Stabilisierung des aktiven Zustandes und der korrekten Ausrichtung in der Bindungstasche 
erforderlich sind.  
(d) Die Positionen E1.27 und D1.28 weisen eine geringe Toleranz gegenüber Substitutio-
nen der wildtypischen Aminosäuren auf. Es besteht eine exakte Anforderung an die räumliche 
Struktur und Ladung. Die erhobenen Daten verdeutlichen die hohe Relevanz der beiden Ami-
nosäurereste für die Stabilisierung der aktivierbaren Rezeptorkonformation. Die Positionen 
F1.23, E1.27, D1.28 und Y1.32 sind erforderlich, um die aktive Konformation der GPHR zu 
stabilisieren, die durch Modifikationen der p10-Region oder der vollständigen agonistischen 
Sequenz, die auch die Positionen S277 (LHR) beziehungsweise S281 (TSHR) beinhaltet, indu-
ziert wurde. 
(e) Die Intoleranz der Positionen I1.29 und M1.30 gegenüber Aminosäuresubstitutionen so-
wie ihre im Homologiemodell (vgl. Abbildung 12) erkennbare Lage deuten darauf hin, dass sie 
den Übergang zur ersten Transmembranhelix darstellen.  
 
(2) Die Integrität des N-Terminus der GPHR gewährleistet die optimale Positionierung 
des intramolekularen Agonists und ist somit essentiell für die Aktivierung der Glykopro-
teinhormonrezeptoren.  
In früheren Arbeiten wurden weitere Positionen innerhalb des N-Terminus der GPHR iden-
tifiziert, deren Mutation eine Erhöhung der Basalaktivitäten auslöst. In dieser Arbeit wird die 
Relevanz der die p10-Region N-terminal flankierenden Sequenz für die Einnahme der aktiven 
Rezeptorkonformation mit der funktionellen Charakterisierung generierter N-terminal deletier-
ter Konstrukte erwiesen.  
Der N-Terminus und die p10-Region sind nicht für die Integrität der TMD und deren Ein-
nahme einer aktiven Konformation notwendig. Dies ist durch die vom N-Terminus und der p10-
Region unabhängigen Stimulation des TSHR mit dem in einer Bindungstasche der TMD bin-
denden synthetischen, niedermolekularen Agonist E2 erwiesen. Die strukturelle Reorganisa-






(3) Die ligandenunabhängige Einnahme der vollständig aktiven Konformation der 
GPHR erfordert das synergistische Zusammenwirken multipler mutationsinduzierter 
konformationeller Änderungen. 
Durch mutationsinduzierte strukturelle Veränderungen innerhalb der p10-Region am Über-
gang des N-Terminus zur ersten Transmembranhelix kann das Rezeptorgleichgewicht in die 
Richtung der aktiven Konformation verschoben werden. Die ligandenunabhängige Einnahme 
einer vollständig aktiven Rezeptorkonformation erfordert jedoch mehrere konformationelle Än-
derungen. Sie kann durch die Kombination mehrerer konstitutiv aktivierender Mutationen in-
duziert werden, die im N-Terminus und der p10-Region beziehungsweise der p10-Region und 
der TMD lokalisiert sind.  
 
(4) Der LHR und TSHR besitzen trotz individueller struktureller und physikochemi-
scher Eigenschaften ihrer p10-Regionen einen identischen Aktivierungsmechanismus. 
Die systematische Mutagenese der p10-Regionen des humanen LHR und TSHR resultierte 
in unterschiedlichen Oberflächenexpressionen sowie basalen und hormoninduzierten Aktivitä-
ten distinkter Mutanten mit identischen Aminosäuresubsitutionen. Ursächlich können Abwei-
chungen der intramolekularen Interaktionen und Unterschiede der Konformationen distinkter 
Domänen der GPHR sein. Ebenso können die unterschiedlichen Aktivierungseigenschaften 
aus der unterschiedlichen basalen Aktivität beider Rezeptoren resultieren. Trotz der sich dar-
aus ergebenden individuellen Eigenschaften kann aus den erhobenen Daten die Aktivierung 
über einen identischen Mechanismus gefolgert werden, der die gleiche strukturelle Reorgani-
sation des N-Terminus und der p10-Region für die Sicherstellung der Signaltransduktion an 
die TMD erfordert. Eine besondere Relevanz besitzen die Aminosäuren G1.31 und P1.25. 
Letztere ist entscheidend an der Sicherstellung der räumlichen Positionierung des intramole-
kularen Agonists in einem aktivierungsfähigen Zustand beteiligt. Die Position G1.31, die direkt 
am Übergang zwischen der Hinge-Region und der ersten Transmembranhelix lokalisiert ist, 
besitzt eine Schlüsselfunktion bei der Einnahme der aktiven Konformation. 
 
(5) Die p10-Region liegt dicht eingebunden direkt oberhalb des Transmembranker-
nes, eingebettet in eine Spalte zwischen den extrazellulären Schlaufen. Ihr C-terminaler 
Teil ist Bestandteil der ersten Transmembrandomäne.  
Die im Rahmen dieser Arbeit generierten und in der Literatur verfügbaren Daten wurden in 
ein Homologiemodell des TSHR integriert. Dazu wurden die Kristallstrukturen der extrazellu-
lären und transmembranen Domänen des TSHR sowie weiterer rhodopsinähnlicher GPCR 
verwendet. Das Homologiemodell visualisiert die räumliche Einordnung der p10-Region in die 





des synthetischen Agonists E2 gezeigt. Die p10-Region ist direkt oberhalb des Transmemb-
rankernes lokalisiert, wobei ihr C-terminaler Teil Bestandteil der ersten Transmembrandomäne 
ist. Durch die im Homologiemodell erkennbare Orientierung der Seitenketten der Aminosäuren 
der p10-Region sowie weiterer in räumlicher Nähe lokalisierter Aminosäuren verschiedener 
Rezeptordomänen sind potentielle Interaktionspartner ersichtlich, die die strukturelle Reorga-
nisation der p10-Region während der Rezeptoraktivierung unterstützen. Der intramolekulare 
Agonist ermöglicht in seiner aktiven Konformation spezifische Interaktionen zwischen dem N-
Terminus und der TMD. Unabhängig davon, ob Hormone, Antikörper, synthetische Liganden, 
aktivierende Mutationen oder N-terminale Deletionen die Rezeptoraktivierung auslösen, wer-
den über das Netzwerk final die Konformationsänderungen der TMD vermittelt. Diese induzie-




Mit der Gesamtheit der in dieser Arbeit gezeigten Daten der funktionellen Charakterisierung 
variabler Rezeptorkonstrukte des LHR und TSHR lässt sich belegen, dass die Einnahme des 
aktiven Rezeptorzustandes aller GPHR die Integrität der p10-Region und deren spezifische 
intramolekulare Interaktionen mit weiteren Rezeptordeterminanten erfordert. Es kann zusam-
mengefasst werden, dass die p10-Region unabhängig von der Auslösung (Hormon-, Antikör-
per- oder Agonistbindung, Aminosäuresubstitution, Sequenzdeletion) essentiell für die GPHR-
Aktivierung notwendig ist und als mulitfunktionelle, agonistische Rezeptorsequenz agiert. Es 
sind spezifische strukturelle Komponenten innerhalb der hoch konservierten p10-Region be-
kannt, die die inaktive Konformation des intramolekularen Agonists stabilisieren, während der 
Aktivierung dagegen neue ionische und hydrophobe Interaktionen mit den extrazellulären 
Schlaufen der TMD aufbauen. Die durch ein dichtes Netzwerk diverser Wechselwirkungen 
vemittelte Positionierung und räumliche Orientierung spezifischer Regionen des N-Terminus, 
der p10-Region und der extrazellulären Schlaufen führen in einer für alle GPHR charakteristi-
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Tabelle 9: Auflistung der verwendeten Primer. Es sind die Bezeichnung der Primer, die Zielvektoren, 
die Primersequenz in 5‘→3 Richtung sowie die Orientierung der Primer angegeben. Die verwendeten 
Bezeichnungen geben an, für welches Vektorkonstrukt die Primer designt wurden.  
Bezeichnung Vektorkonstrukt Sequenz 5‘→3‘ 
Orientie-
rung 
Sequenzierprimer    
Seq_S319_forward pcDpsL_hLHR ccatgcttgctgagagtgaa sense 
Seq_P394_forward pcDpsL_hLHR cctcgttttctcatgtgcaa sense 
Seq_ W367_reverse pcDpsL_hLHR ccaaatcaggaccctaaggaa antisense 
Seq_V519_forward pcDpsL_hLHR ggaaaccactctctcacaagt sense 
Seq_Y240_forward pcDpsL_hLHR atggcctagagtccattcag sense 
Seq_L534_forward pcDpsL_hLHR caatgtggtggccttcttca sense 
Seq_M3-L30_forward pcDpsL_M3-p10-hLHR ttggggacagtcactcagtt sense 
Seq_P76_reverse pcDpsL_hTSHR ggcagattagaaaatgcatga antisense 
Seq_P126_forward pcDpsL_hTSHR cctcctaaagttccttggcat sense 
Seq_G559_forward pcDpsL_hTSHR ggaataagtagctatgccaaa sense 




pcDpsL gcctttacttctaggcctgta sense 
pcDpsL_reverse/ 
Seq_pcDps_reverse 
pcDpsL ttgtttattgcagctaataatgg antisense 
Mut_p10_hLHR_forward pcDpsL_hLHR cctccctgtcaaagtgat sense 
Mut_p10_hLHR_reverse pcDpsL_hLHR ccacatccatggggaagcaa antisense 
F350 pcDpsL_hLHR aatccctgtgaagatattat sense 
Mut_F350A pcDpsL_hLHR ataatatcttcacagggattTGCagcatctggttcaggag antisense 
Mut_F350C pcDpsL_hLHR ataatatcttcacagggattACAagcatctggttcaggag antisense 
Mut_F350D pcDpsL_hLHR ataatatcttcacagggattATCagcatctggttcaggag antisense 
Mut_F350H pcDpsL_hLHR ataatatcttcacagggattATGagcatctggttcaggag antisense 
Mut_F350K pcDpsL_hLHR ataatatcttcacagggattTTTagcatctggttcaggag antisense 
Mut_F350L pcDpsL_hLHR ataatatcttcacagggattCAAagcatctggttcaggagca antisense 
Mut_F350N pcDpsL_hLHR ataatatcttcacagggattATTagcatctggttcaggag antisense 
Mut_F350P pcDpsL_hLHR ataatatcttcacagggattTGGagcatctggttcaggag antisense 
Mut_F350S pcDpsL_hLHR ataatatcttcacagggattTGAagcatctggttcaggag antisense 
Mut_F350Y pcDpsL_hLHR ataatatcttcacagggattATAagcatctggttcaggag antisense 
N351 pcDpsL_hLHR ccctgtgaagatattatgg sense 
Mut_N351A pcDpsL_hLHR ccataatatcttcacagggTGCaaaagcatctggttca antisense 
Mut_N351C pcDpsL_hLHR ccataatatcttcacagggACAaaaagcatctggttca antisense 
Mut_N351D pcDpsL_hLHR ccataatatcttcacagggATCaaaagcatctggttca antisense 
Mut_N351F pcDpsL_hLHR ccataatatcttcacagggAAAaaaagcatctggttca antisense 
Mut_N351K pcDpsL_hLHR ccataatatcttcacagggTTTaaaagcatctggttca antisense 
Mut_N351P pcDpsL_hLHR ccataatatcttcacagggTGGaaaagcatctggttca antisense 
Mut_N351S pcDpsL_hLHR ccataatatcttcacagggACTaaaagcatctggttca antisense 
Mut_N351T pcDpsL_hLHR ccataatatcttcacagggTGTaaaagcatctggttca antisense 
P352 pcDpsL_hLHR tgtgaagatattatgggcta sense 
Mut_P352A pcDpsL_hLHR tagcccataatatcttcacaTGCattaaaagcatctggttca antisense 





Mut_P352D pcDpsL_hLHR tagcccataatatcttcacaATCattaaaagcatctggttca antisense 
Mut_P352F pcDpsL_hLHR tagcccataatatcttcacaAAAattaaaagcatctggttca antisense 
Mut_P352K pcDpsL_hLHR tagcccataatatcttcacaTTTattaaaagcatctggttca antisense 
Mut_P352N pcDpsL_hLHR tagcccataatatcttcacaATTattaaaagcatctggttca antisense 
Mut_P352S pcDpsL_hLHR tagcccataatatcttcacaTGAattaaaagcatctggttca antisense 
Mut_hLHR_forward pcDpsL_hLHR cctccctgtcaaagtgat sense 
C353 pcDpsL_hLHR gaagatattatgggctatga sense 
Mut_C353A pcDpsL_hLHR tcatagcccataatatcttcTGCgggattaaaagcatctggt antisense 
Mut_C353D pcDpsL_hLHR tcatagcccataatatcttcATCgggattaaaagcatctggt antisense 
Mut_C353F pcDpsL_hLHR tcatagcccataatatcttcAAAgggattaaaagcatctggt antisense 
Mut_C353K pcDpsL_hLHR tcatagcccataatatcttcTTTgggattaaaagcatctggt antisense 
Mut_C353N pcDpsL_hLHR tcatagcccataatatcttcATTgggattaaaagcatctggt antisense 
Mut_C353P pcDpsL_hLHR tcatagcccataatatcttcTGGgggattaaaagcatctggt antisense 
Mut_C353S pcDpsL_hLHR tcatagcccataatatcttcTGAgggattaaaagcatctggt antisense 
E354 pcDpsL_hLHR gatattatgggctatgactt sense 
Mut_E354A pcDpsL_hLHR tcatagcccataatatcTGCacagggattaaaagcat antisense 
Mut_E354C pcDpsL_hLHR tcatagcccataatatcACAacagggattaaaagcat antisense 
Mut_E354D pcDpsL_hLHR aagtcatagcccataatatcATCacagggattaaaagcatctg antisense 
Mut_E354F pcDpsL_hLHR tcatagcccataatatcAAAacagggattaaaagcat antisense 
Mut_E354K pcDpsL_hLHR tcatagcccataatatcTTTacagggattaaaagcat antisense 
Mut_E354N pcDpsL_hLHR tcatagcccataatatcATTacagggattaaaagcat antisense 
Mut_E354P pcDpsL_hLHR tcatagcccataatatcTGGacagggattaaaagcat antisense 
Mut_E354Q pcDpsL_hLHR aagtcatagcccataatatcTTGacagggattaaaagcatctg antisense 
Mut_E354S pcDpsL_hLHR tcatagcccataatatcTGAacagggattaaaagcat antisense 
D355 pcDpsL_hLHR attatgggctatgacttcct sense 
Mut_D355A pcDpsL_hLHR aggaagtcatagcccataatTGCttcacagggattaaaagcat antisense 
Mut_D355C pcDpsL_hLHR aggaagtcatagcccataatACAttcacagggattaaaagcat antisense 
Mut_D355E pcDpsL_hLHR aggaagtcatagcccataatTTCttcacagggattaaaagcat antisense 
Mut_D355F pcDpsL_hLHR aggaagtcatagcccataatAAAttcacagggattaaaagcat antisense 
Mut_D355K pcDpsL_hLHR aggaagtcatagcccataatTTTttcacagggattaaaagcat antisense 
Mut_D355N pcDpsL_hLHR aggaagtcatagcccataatATTttcacagggattaaaagcat antisense 
Mut_D355P pcDpsL_hLHR aggaagtcatagcccataatTGGttcacagggattaaaagcat antisense 
Mut_D355S pcDpsL_hLHR aggaagtcatagcccataatTGAttcacagggattaaaagcat antisense 
C353 pcDpsL_hLHR gaagatattatgggctatga sense 
I356 pcDpsL_hLHR atgggctatgacttcctta sense 
Mut_I356A pcDpsL_hLHR taaggaagtcatagcccatTGCatcttcacagggattaaaag antisense 
Mut_I356C pcDpsL_hLHR taaggaagtcatagcccatACAatcttcacagggattaaaag antisense 
Mut_I356D pcDpsL_hLHR taaggaagtcatagcccatATCatcttcacagggattaaaag antisense 
Mut_I356F pcDpsL_hLHR taaggaagtcatagcccatAAAatcttcacagggattaaaag antisense 
Mut_I356K pcDpsL_hLHR taaggaagtcatagcccatTTTatcttcacagggattaaaag antisense 
Mut_I356N pcDpsL_hLHR taaggaagtcatagcccatATTatcttcacagggattaaaag antisense 
Mut_I356P pcDpsL_hLHR taaggaagtcatagcccatTGGatcttcacagggattaaaag antisense 
Mut_I356S pcDpsL_hLHR taaggaagtcatagcccatTGAatcttcacagggattaaaag antisense 
M357 pcDpsL_hLHR ggctatgacttccttagg sense 
Mut_M357A pcDpsL_hLHR cctaaggaagtcatagccTGCaatatcttcacagggattaa antisense 
Mut_M357C pcDpsL_hLHR cctaaggaagtcatagccACAaatatcttcacagggattaa antisense 
Mut_M357D pcDpsL_hLHR cctaaggaagtcatagccATCaatatcttcacagggattaa antisense 
Mut_M357F pcDpsL_hLHR cctaaggaagtcatagccAAAaatatcttcacagggattaa antisense 
Mut_M357G pcDpsL_hLHR cctaaggaagtcatagccACCaatatcttcacagggattaa antisense 





Mut_M357L pcDpsL_hLHR cctaaggaagtcatagccCAGaatatcttcacagggattaaaa antisense 
Mut_M357N pcDpsL_hLHR cctaaggaagtcatagccATTaatatcttcacagggattaa antisense 
Mut_M357P pcDpsL_hLHR cctaaggaagtcatagccAGGaatatcttcacagggattaa antisense 
Mut_M357S pcDpsL_hLHR cctaaggaagtcatagccTGAaatatcttcacagggattaa antisense 
G358 pcDpsL_hLHR tatgacttccttagggtcct sense 
Mut_G358A pcDpsL_hLHR aggaccctaaggaagtcataTGCcataatatcttcacagggat antisense 
Mut_G358C pcDpsL_hLHR aggaccctaaggaagtcataACAcataatatcttcacagggat antisense 
Mut_G358D pcDpsL_hLHR aggaccctaaggaagtcataATCcataatatcttcacagggat antisense 
Mut_G358F pcDpsL_hLHR aggaccctaaggaagtcataAAAcataatatcttcacagggat antisense 
Mut_G358K pcDpsL_hLHR aggaccctaaggaagtcataTTTcataatatcttcacagggat antisense 
Mut_G358L pcDpsL_hLHR aggaccctaaggaagtcataTAAcataatatcttcacagggat antisense 
Mut_G358N pcDpsL_hLHR aggaccctaaggaagtcataATTcataatatcttcacagggat antisense 
Mut_G358P pcDpsL_hLHR aggaccctaaggaagtcataTGGcataatatcttcacagggat antisense 
Mut_G358S pcDpsL_hLHR aggaccctaaggaagtcataTGAcataatatcttcacagggat antisense 
Mut_G358V pcDpsL_hLHR aggaccctaaggaagtcataAACcataatatcttcacagggat antisense 
Y359 pcDpsL_hLHR gacttccttagggtcct sense 
Mut_Y359A pcDpsL_hLHR aggaccctaaggaagtcTGCgcccataatatcttcaca antisense 
Mut_Y359C pcDpsL_hLHR aggaccctaaggaagtcACAgcccataatatcttcaca antisense 
Mut_Y359D pcDpsL_hLHR aggaccctaaggaagtcATCgcccataatatcttcaca antisense 
Mut_Y359G pcDpsL_hLHR aggaccctaaggaagtcACCgcccataatatcttcaca antisense 
Mut_Y359K pcDpsL_hLHR aggaccctaaggaagtcTTTgcccataatatcttcaca antisense 
Mut_Y359N pcDpsL_hLHR aggaccctaaggaagtcATTgcccataatatcttcaca antisense 
Mut_Y359P pcDpsL_hLHR aggaccctaaggaagtcTGGgcccataatatcttcaca antisense 
Mut_Y359S pcDpsL_hLHR aggaccctaaggaagtcTGAgcccataatatcttcaca antisense 
D578 pcDpsL_hLHR ttcacctgcatggcaccta sense 
Mut_D578H pcDpsL_hLHR taggtgccatgcaggtgaaATGggtgaagatgaggattgccat antisense 
P352A_Mut_G358P pcDpsL_hLHR_P352A aggaccctaaggaagtcataTGGcataatatcttcacaTGCat antisense 
G358P_N351 pcDpsL_hLHR_G358P GcataatatcttcacagggACTaaaagcatctggttca sense 
G358P_Mut_N351S pcDpsL_hLHR_G358P ccctgtgaagatattatgC antisense 
G358P_E354 pcDpsL_hLHR_G358P aagatattatgCCAtatga sense 
G358P_Mut_E354K pcDpsL_hLHR_G358P tcataTGGcataatatcTTTacagggattaaaagcat antisense 
M3_Mut_F350Y pcDpsL_M3-p10-hLHR ataatatcttcacagggattATATTGCCAGATGGTGTGACC antisense 
M3_Mut_F350H pcDpsL_M3-p10-hLHR ataatatcttcacagggattATGTTGCCAGATGGTGTGACC antisense 





M3_Mut_P352A pcDpsL_M3-p10-hLHR ccataatatcttcacaGGCattaaaTTGCCAGATGGTG antisense 
M3_C353 pcDpsL_M3-p10-hLHR gaagatattatgggctatgac sense 





















































pcDpsL_hTSHR ggtacaaggaaaagtccaagtt sense 
Mut_p10_hTSHR_ 
reverse 
pcDpsL_hTSHR ggcaactatgttgagcgtca antisense 
S281 pcDpsL_hTSHR cactgctgtgcctttaagaa sense 
Mut_S281N pcDpsL_hTSHR ttcttaaaggcacagcagtgGTTtgggtaagaaaggtcagcc antisense 
F405 pcDpsL_hTSHR aacccgtgtgaagacataatg sense 
Mut_F405A pcDpsL_hTSHR cattatgtcttcacacgggttGGCctcatcggacttgggggta antisense 
Mut_F405H pcDpsL_hTSHR cattatgtcttcacacgggttATGctcatcggacttgggggta antisense 
Mut_F405L pcDpsL_hTSHR cattatgtcttcacacgggttTAActcatcggacttgggg antisense 
Mut_F405Y pcDpsL_hTSHR cattatgtcttcacacgggttATActcatcggacttgggggta antisense 
N406 pcDpsL_hTSHR ccgtgtgaagacataatggg sense 
Mut_N406F pcDpsL_hTSHR cccattatgtcttcacacggGAAgaactcatcggacttgggg antisense 
Mut_N406S pcDpsL_hTSHR cccattatgtcttcacacggACTgaactcatcggacttgggg antisense 
Mut_N406T pcDpsL_hTSHR cccattatgtcttcacacggGGTgaactcatcggacttgggg antisense 
P407 pcDpsL_hTSHR tgtgaagacataatgggctac sense 
Mut_P407A pcDpsL_hTSHR gtagcccattatgtcttcacaGGCgttgaactcatcggacttgg antisense 
Mut_P407D pcDpsL_hTSHR gtagcccattatgtcttcacaGTCgttgaactcatcggacttgg antisense 
Mut_P407N pcDpsL_hTSHR gtagcccattatgtcttcacaGTTgttgaactcatcggacttgg antisense 
C408 pcDpsL_hTSHR gaagacataatgggctacaag sense 
Mut_C408N pcDpsL_hTSHR cttgtagcccattatgtcttcAGAcgggttgaactcatcggac antisense 
E409 pcDpsL_hTSHR gacataatgggctacaagttc sense 
Mut_E409D pcDpsL_hTSHR gaacttgtagcccattatgtcATCacacgggttgaactcatc antisense 
Mut_E409P pcDpsL_hTSHR gaacttgtagcccattatgtcTGGacacgggttgaactcatcg antisense 
Mut_E409Q pcDpsL_hTSHR gaacttgtagcccattatgtcTTGacacgggttgaactcatc antisense 
Mut_E409S pcDpsL_hTSHR gaacttgtagcccattatgtcTGAacacgggttgaactcatcg antisense 
Mut_D410 pcDpsL_hTSHR ataatgggctacaagttcct sense 
Mut_D410E pcDpsL_hTSHR caggaacttgtagcccattatTTCttcacacgggttgaactca antisense 
Mut_D410F pcDpsL_hTSHR caggaacttgtagcccattatGAAttcacacgggttgaactcat antisense 
Mut_D410N pcDpsL_hTSHR caggaacttgtagcccattatGTTttcacacgggttgaactcat antisense 
Mut_D410S pcDpsL_hTSHR caggaacttgtagcccattatGGAttcacacgggttgaactcat antisense 
I411 pcDpsL_hTSHR atgggctacaagttcctgag sense 
Mut_I411F pcDpsL_hTSHR ctcaggaacttgtagcccatAAAgtcttcacacgggttgaact antisense 
M412 pcDpsL_hTSHR ggctacaagttcctgagaatt sense 
Mut_M412C pcDpsL_hTSHR aattctcaggaacttgtagccACAtatgtcttcacacgggttgaa antisense 
Mut_M412F pcDpsL_hTSHR aattctcaggaacttgtagccGAAtatgtcttcacacgggttgaa antisense 
Mut_M412G pcDpsL_hTSHR aattctcaggaacttgtagccACCtatgtcttcacacgggttgaa antisense 
Mut_M412L pcDpsL_hTSHR aattctcaggaacttgtagccCAAtatgtcttcacacgggttg antisense 
Mut_M412P pcDpsL_hTSHR aattctcaggaacttgtagccAGGtatgtcttcacacgggttgaa antisense 





G413 pcDpsL_hTSHR tacaagttcctgagaattgtg sense 
Mut_G413A pcDpsL_hTSHR cacaattctcaggaacttgtaGGCcattatgtcttcacacgggtt antisense 
Mut_G413D pcDpsL_hTSHR cacaattctcaggaacttgtaGTCcattatgtcttcacacgggtt antisense 
Mut_G413L pcDpsL_hTSHR cacaattctcaggaacttgtaTAAcattatgtcttcacacgggtt antisense 
Mut_G413N pcDpsL_hTSHR cacaattctcaggaacttgtaGTTcattatgtcttcacacgggtt antisense 
Mut_G413P pcDpsL_hTSHR cacaattctcaggaacttgtaGGGcattatgtcttcacacgggtt antisense 
Mut_G413V pcDpsL_hTSHR cacaattctcaggaacttgtaAACcattatgtcttcacacgggtt antisense 
Y414 pcDpsL_hTSHR aagttcctgagaattgtggtg sense 
Mut_Y414A pcDpsL_hTSHR caccacaattctcaggaacttGGCgcccattatgtcttcacacg antisense 
Mut_Y414K pcDpsL_hTSHR caccacaattctcaggaacttTTTgcccattatgtcttcacacg antisense 
Mut_Y414P pcDpsL_hTSHR caccacaattctcaggaacttACCgcccattatgtcttcacacg antisense 
Mut_Y414S pcDpsL_hTSHR caccacaattctcaggaacttGGAgcccattatgtcttcacacg antisense 
D633H pcDpsL_hTSHR ttcatatgcatggccccaat sense 
Mut_D633H pcDpsL_hTSHR attggggccatgcatatgaaGTGggtgaagatcaacacagcca antisense 
G413P_N406 pcDpsL_hTSHR_G413P ccgtgtgaagacataatgCC sense 
G413P_Mut_N406S pcDpsL_hTSHR_G413P GGcattatgtcttcacacggACTgaactcatcggacttgggg antisense 
G413P_Mut_P407A pcDpsL_hTSHR_G413P gtaGGGcattatgtcttcacaGGCgttgaactcatcggacttgg antisense 
G413P_E409 pcDpsL_hTSHR_G413P gacataatgCCCtacaagttc sense 
G413P_Mut_E409K pcDpsL_hTSHR_G413P gaacttgtaGGGcattatgtcTTTacacgggttgaactcatcg antisense 
M3_Mut_F405Y pcDpsL_M3-p10-hTSHR cattatgtcttcacacgggttATATTGCCAGATGGTGTGAC antisense 









M3_Mut_P407A pcDpsL_M3-p10-hTSHR gtagcccattatgtcttcacaGGCgttgaaTTGCCAGATGG antisense 
M3_Mut_C408S pcDpsL_M3-p10-hTSHR cttgtagcccattatgtcttcACTcgggttgaaTTGCCAGATG antisense 
M3_FNPCEDIMGY-De-
letion 
pcDpsL_M3-p10-hTSHR GGGTCACACCATCTGGCAAaagttcctgagaattgtggtg sense 
M3_FNPCEDIMGY-De-
letion 

































M3 _letzte 3 M3-AS GVV  pcDpsL_M3-hTSHR aagttcctgagaattgtggtg sense 














Tabelle 10: Vektorkonstrukte, die im Rahmen dieser Arbeit genertiert wurden. Basierend auf 
der Sequenz des humanen LHR und TSHR wurden mithilfe der PCR-basierten, zielgerichteten 
Mutagenese artifizielle Rezeptorkonstrukte mit Mutationen innerhalb des N-Terminus, der p10-Region 
sowie der Transmembrandomäne generiert. Sämtliche Konstrukte wurden mit einem N-terminalen HA- 
und einem C-terminalen FLAG-Epitop markiert, die sich an die Sequenz des endogenen Signalpeptides 
(HA-Epitop) anschlossen beziehungsweise direkt vor dem Stopcodon (FLAG-Epitop) insertiert wurden. 
In den generierten M3-Rezeptorkonstrukten wurden die N-Termini des hLHR und hTSHR zwischen dem 
HA-Tag und der p10-Sequenz durch die ersten 66 Aminosäurereste des murinen muskarinischen 
Acetylcholinrezeptors M3 ersetzt. Alle Konstrukte wurden, sofern nicht anders angegeben, in den 














hLHR wt 1-699 - + + - 
hLHR S277N 1-699 - + + S277N 
hLHR F350X 1-699 - + + F350A/C/D/H/K/L/N/P/S/Y 
hLHR N351X 1-699 - + + N351A/C/D/F/K/N/P/S/T 
hLHR P352X 1-699 - + + P352A/C/D/F/K/N/S 
hLHR C353X 1-699 - + + C353A/D/F/K/N/P/S 
hLHR E354X 1-699 - + + E354A/C/D/F/K/N/P/Q/S 
hLHR D355X 1-699 - + + D355A/C/E/F/K/N/P/S 
hLHR I356X 1-699 - + + I356A/C/D/F/K/N/P/S 
hLHR M357X 1-699 - + + M357A/C/D/F/G/K/L/N/P/S 
hLHR G358X 1-699 - + + G358A/C/D/F/K/L/N/P/S/V 
hLHR Y359X 1-699 - + + Y359A/C/D/G/K/N/P/S 
hLHR D578H 1-699 - + + D578H 





M3-hLHR  350-699 1-66 + + - 
M3-hLHR F350X 350-699 1-66 + + F350H/Y 
M3-hLHR N351X 350-699 1-66 + + N351F/S 
M3-hLHR P352A 350-699 1-66 + + P352A 
M3-hLHR C353S 350-699 1-66 + + C353S 
M3-hLHR E354K 350-699 1-66 + + E354K 
M3-hLHR M357X 350-699 1-66 + + M357G/P 
M3-hLHR G358X 350-699 1-66 + + G358L/P/V 
M3-hLHR Y359G 350-699 1-66 + + Y359G 









      
hTSHR wt 1-764 - + + - 
hTSHR S281N 1-764 - + + S281N 
hTSHR F405X 1-764 - + + F405A/H/L/Y 
hTSHR N406X 1-764 - + + N406F/S/T 
hTSHR P407X 1-764 - + + P407A/D/N 
hTSHR C408X 1-764 - + + C408N/S 
hTSHR E409X 1-764 - + + E409D/K/P/Q/S 
hTSHR D410X 1-764 - + + D410E/F/N/S 
hTSHR I411F 1-764 - + + I411F 
hTSHR M412X 1-764 - + + M412C/F/G/L/P/S 
hTSHR G413X 1-764 - + + G413A/D/L/N/P/V 
hTSHR Y414X 1-764 - + + Y414A/G/K/S 
hTSHR D578H 1-764 - + + D578H 
hTSHR Doppel-/ Drei-
fachmutanten 






M3-hTSHR  405-764 1-66 + + - 
M3-hTSHR F405X 405-764 1-66 + + F405H/Y 
M3-hTSHR N406X 405-764 1-66 + + N406F/S 
M3-hTSHR P407A 405-764 1-66 + + P407A 





M3-hTSHR E409K 405-764 1-66 + + E409K 
M3-hTSHR M412X 405-764 1-66 + + M412G/P 
M3-hTSHR G413X 405-764 1-66 + + G413L/P/V 
M3-hTSHR Y414G 405-764 1-66 + + Y414G 











415-764 1-66 + + - 
M3-hTSHR p10 Dele-
tion D633H 
415-764 1-66 + + D633H 
M3-GVV-hTSHR p10-
Deletion 
415-764 1-63 + + I61G/ W62V/Q63V 
M3-GVV-hTSHR p10-
Deletion D633H 
415-764 1-63 + + I61G/W62V/Q63V/ D633H 
Rhodopsin-EcoRI-
hTSHR p10-Deletion  
415-764 - + + 
bovines  
Rhodopsin, Aminosäurereste 1-19 
 
Tabelle 11: Funktionelle Charakterisierung ausgewählter hTSHR-Konstrukte im Luciferase-
Assay mit CREB-Reportergen. Die funktionelle Charakterisierung erfolgte in mit den gezeigten Re-
zeptorkonstrukten transient transfizierten, stabil das Reportergen CREB exprimierenden HEK-293T Zel-
len (100 ng DNA je well im 96-well Format). Es sind für jedes Konstrukt die basale, TSH- und E2-indu-
zierte Lumineszenz in transfizierten HEK-293T Zellen als x-faches der Lumineszenz der mit dem 
Leervektor transfizierten Zellen angegeben. Die Lumineszenz des als Negativkontrolle fungierenden 
transfizierten Leervektors (mock) lag bei 80077,34 ± 12167,37. Angegeben ist der Mittelwert ± SEM aus 
vier unabhängigen Messungen, jeweils durchgeführt als Triplikat.  
Konstrukt 
cAMP/ PKA Signalweg, gemessen im CRE-Reporterassay 
[x-fach über dem Leervektor] 
 basal TSH (0.1 U/ml) E2 (10 µg/ml) 
mock 0,82 ± 0,11 1,23 ± 0,20 3,82 ± 0,98 
hTSHR WT 4,69 ± 0,69 171,25 ± 27,43 198,95 ± 33,45 
hTSHR S281N 27,19 ± 1,85 84,27 ± 11,39 123,06 ± 19,97 
hTSHR F405H 4,35 ± 0,74 28,94 ± 3,57 119,04 ± 12,19 
hTSHR F405Y 5,68 ± 0,94 121,97 ± 16,25 182,50 ± 30,84 
hTSHR N406F 9,41 ± 1,77 35,33 ± 4,36 110,59 ± 12,16 
hTSHR N406S 13,31 ± 1,49 124,76 ± 20,20 177,63 ± 33,56 
hTSHR P410A 9,18 ± 1,39 85,85 ± 8,80 199,26 ± 35,36 
hTSHR E409K 1,26 ± 0,10 28,31 ± 2,89 158,06 ± 24,66 
hTSHR M412G 1,00 ± 0,11 4,02 ± 0,82 27,92 ± 4,39 
hTSHR M412P 0,52 ± 0,07 0,93 ± 0,12 13,50 ± 2,43 
hTSHR G413L 1,97 ± 0,27 53,50 ± 4,57 150,28 ± 22,57 
hTSHR G413P 21,15 ± 1,85 134,63 ± 21,35 166,08 ± 29,29 
hTSHR G413V 4,34 ± 0,60 91,98 ± 10,39 150,48 ± 21,69 
hTSHR Y414G 1,22 ± 0,13 79,93 ± 7,44 134,19 ± 16,67 
hTSHR D633H 35,19 ± 2,67 54,03 ± 4,80 81,37 ± 8,43 
hTSHR S281N/G413P 40,63 ± 3,03 58,99 ± 5,56 91,47 ± 10,70 
hTSHR N406F/G413P 14,21 ± 3,65 20,36 ± 3,97 55,53 ± 6,74 
hTSHR N406S/G413P 21,74 ± 1,94 76,36 ± 7,55 122,19 ± 17,07 
hTSHR P410A/G413P 21,45 ± 2,00 57,44 ± 4,17 149,32 ± 23,05 
hTSHR E409K/G413P 4,86 ± 0,70 45,19 ± 4,59 142,75 ± 22,79 
hTSHR E409K/D633H 29,54 ± 2,11 39,09 ± 2,79 98,53 ± 13,31 
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